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Zusammenfassung 
 
 
Genetischer Hintergrund des obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms: 
Mutationsanalyse des Early Growth Response 2-Gens 
 
 
Canan-Soranka Toksoy 
 
 
Das Early-Growth-Response-Gen (EGR-2) kodiert für einen Trans-
kriptionsfaktor, der während der Embryogenese für die Somitenbildung und 
postnatal für die Myelinisierung im peripheren Nervensystem eine wichtige 
Rolle spielt. EGR-2-Mutationen führen zu schweren Formen von erblichen 
Neuropathien, die in früher Kindheit mit obstruktiven (OSAS) und zentralen 
Schlafapnoen (ZSAS) assoziiert sind. EGR-2-defiziente Mäuse zeigen im frü-
hen postnatalen Stadium schwere Atemstörungen. 
In der vorliegenden Studie wurde die Assoziation  zwischen dem EGR-2 und 
OSAS untersucht. 
Hierzu wurden 58 Patienten mit OSAS (Apnoe / Hypopnoeindex > 10 / Stunde) 
und 60 gesunde Kontrollen  (Apnoe / Hypopnoeindex < 5 / Stunde) auf das 
Vorliegen von Mutationen im EGR-2 mittels direkter PCR-basierender Gense-
qenzierung untersucht. 
In der OSAS-Gruppe wurden keine Mutationen in EGR-2 gefunden. In der 
Kontrollgruppe wurden zwei Patientinnen identifiziert, die einen seltenen (Al-
lelfrequenz < 0.8 % in der noreuropäischen Normalbevölkerung), stummen 
Polymorphismus im kodierenden Bereich (Codon) des EGR-2 tragen. Der Po-
lymorphismus stellt einen Austausch des Nukleotids Adenin zu Cytosin  im 
Codon 362 dar und führt nicht zu einem Aminosäurenaustausch  auf Protein-
ebene (Arg(362)Arg). Die Allelfrequenz beträgt in der Kontrollgruppe 1,6 %. 
In der vorliegenden Arbeit wurde somit der Nachweis erbracht, dass es keine 
Assoziation zwischen EGR-2 und dem obstruktiven Schlaf-Apnoe.-Syndrom 
gibt. 
Dies sollte in der molekulargenetischen Diagnostik entsprechende Bewertung 
finden. 
Darüber hinaus werden in der vorliegenden Arbeit eine Reihe von Kandida-
tengenen aufgezeigt, die für den genetischen Hintergrund des OSAS mögli-
cherweise eine Rolle spielen. 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 17.09.2008 
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1 Einleitung 
 
1.1 Geschichtlicher Hintergrund 
 
Das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom wurde erstmals 1837 durch den engli-
schen Autoren Charles Dickens in seinem Roman „The Pickwickian“ beschrie-
ben. Dort wird ein fettleibiger Junge, „little fat John“, mit einer ausgeprägten 
Tagesschläfrigkeit beschrieben. In dem Jahr 1918 beschäftigte sich Sir Willi-
am Osler mit dem Symtomenkomplex und fasste die Symptome Tagesschläf-
rigkeit, Fettleibigkeit und Zyanose als „Pickwick-Syndrom“ zusammen. 
Gastaut dokumentierte 1966 zum ersten Mal multiple Atempausen bei einem 
Patienten mit dem Pickwick-Syndrom (Gastaut et al., 1966). 
 
 
1.2 Physiologie des Schlafes 
 
Mit der Elektroenzephalographie (EEG) und dem Elektrookulogramm (EOG) 
stehen zwei Methoden zur Verfügung, die es ermöglichen den Schlafverlauf 
fortlaufend aufzuzeichnen, ohne ihn zu stören. So kann man die verschiede-
nen Grade des Wachseins (von angespannt bis entspannt) und die verschie-
denen Grade des Schlafes unterscheiden. Dem non-REM-Schlaf (REM = ra-
pid eye movement), dem orthodoxen oder synchronisierten Schlaf mit seinen 
4 Schlafstadien wird der REM-Schlaf, auch Traumschlaf oder paradoxer 
Schlaf bezeichnet, gegenübergestellt, die im folgenden näher beschrieben 
werden sollen. 
 
Unter physiologischen Bedingungen kann man immer dieselbe Abfolge der 
verschiedenen Schlafstadien im EEG verfolgen. Bei einem wachen Menschen 
lassen sich mittels des EEGs α-Wellen ableiten, beim Übergang vom ent-
spannten Wachsein (mit geschlossenen Augen) in das Schlafstadium 1 ver-
schwinden die α-Wellen und die Klarheit des Bewusstseins wird vermehrt ein-
geschränkt. Traumartige Eindrücke sind in dieser Phase nicht selten. Das Auf-
treten von Myoklonien, langsamen Bewegungen der Augäpfel und Zuckungen 
der Augenlider kann oft beobachtet werden. Dieses wird auf die Umstellung 
der motorischen Kontrollsysteme beim Einschlafen zurückgeführt. Das Schlaf-
stadium 1 wird leicht durch kurze Wachepisoden unterbrochen und ist somit 
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noch ein instabiler Zustand. Das darauf folgende Schlafstadium 2 wird als der 
eigentliche Schlafbeginn angesehen, man kann im EEG Schlafspindeln und K-
Komplexe  nachweisen. Die Schlaflatenz, die den Zeitraum zwischen dem Zu-
bettgehen und dem ersten Durchlauf des Schlafstadiums 2  beträgt bei ge-
sunden Erwachsenen etwa 10 bis 15 Minuten. Die Vertiefung des Schlafes er-
folgt durch die Stadien 3 und 4, in denen sich die Weckschwelle für Reize ent-
sprechend erhöht und ihren höchsten Wert  ca. nach einer Stunde erreicht, um 
danach wieder stetig abzunehmen. Den Tiefschlaf bezeichnet man auch als 
Langsamen-Wellen-Schlaf (slow-wave-slep), da er von hochamplitudigen (> 
100µV) θ-Wellen (4-7 Hz) und δ-Wellen (0,5 – 3 Hz) dominiert wird. Nun geht 
der Tiefschlaf in den ersten REM-Schlaf über. Die Schlafstadien 1-4 und der 
REM-Schlaf ergeben zusammen einen Schlafzyklus, die Nacht besteht schät-
zungsweise aus 4-5 Schlafzyklen, die jeweils eine Dauer von etwa 1,5 Stun-
den haben. Der REM-Schlaf wird auch als paradoxer Schlaf oder Traumschlaf 
bezeichnet. Man beobachtet in dieser Phase, in der emotional geträumt wird,  
sekundenlange Gruppen von 1.4 Hz schnellen Augenbewegungen. Das EEG 
zeigt ein Muster, das man mit dem Wachzustand vergleichen kann. Charakte-
ristisch ist hier die Zunahme der Aktivität des autonomen und zentralen Ner-
vensystems. Der Muskeltonus wird zentral aktiv gehemmt, es kommt zu epi-
sodisch einsetzenden schnellen, konjugierten Augenbewegungen, die Weck-
schwelle gleicht dem Stadium 2 und 3. 
 
Der REM-Schlaf umfasst ca. ein Viertel des Gesamtschlafes, ebenso besteht 
ein deutlicher Zusammenhang zwischen Träumen und REM-Schlaf: ca. 70 % 
der Leute, die unmittelbar in dieser Phase geweckt werden, können sich an ih-
ren Traum erinnern  (In Anlehnung an Schmidt, Thews: Physiologie des Men-
schen; 27. Auflage 1997). 
 
Die Klassifikation der American Sleep Disorder Association (Thorpy 1990) un-
terscheidet intrinsische und extrinsische Schlafstörungen, sowie Schlafstörun-
gen des zirkadianen Rhythmus, Parasomnien und symptomatische Störungen 
des Schlafes bei internistischen, neurologischen und psychiatrischen Erkran-
kungen. Zu dieser letzten Kategorie zählt man das obstruktive Schlaf-Apnoe-
Syndrom (OSAS). 
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1.3 Pathomechanismus des obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms 
 
Beim Einschlafen bzw. im Schlaf kommt es bei Patienten, die am Schlaf-
Apnoe-Syndrom leiden, zu einem Kollaps der oberen Atemwege, so dass trotz 
meist paradoxer thorakaler und diaphragmaler Atemexkursionen kein Luftfluss  
an Mund und Nase nachweisbar ist, und die kapilläre Sauerstoffsättigung sinkt 
(aus J. Jörg: Neurologische Therapie, 2001). 
 
Beim gesunden und wachen Menschen werden bei der Inspiration kurz vor 
der Kontraktion des Zwerchfells die oropharyngealen Muskeln tonisiert. Grund 
dafür ist der Ausgleich des bei der Kontraktion des Zwerchfells entstehenden 
subatmosphärischen Druckes, der eine Einengung von Oro- und Hypopharynx 
bewirken würde. Beim schlafenden Erwachsenen vermindert sich die präinspi-
ratorische Aktivierung dieser Muskeln, somit erhöht sich schon unter physiolo-
gischen Bedingungen der Widerstand der oberen Luftwege. Hiermit wird die 
Basis für Obstruktionen der oberen Atemwege geschaffen. Während des 
Schlafes zeigen sich bei der elektromyographischen Untersuchung funktionel-
le Verluste der präinspiratorischen neuronalen Aktivierung oropharyngealer 
Muskeln. Wenn die Apnoe weiterbesteht, wird der Atemantrieb durch die zu-
nehmend eintretende Hypoxie und Hyperkapnie verstärkt. Dieses bedingt  ei-
ne stärkere Kontraktion der Interkostalmuskulatur und des Zwerchfells, die 
wiederum den negativen pharyngealen Atemwegsdruck und die Obstruktion 
der oberen Luftwege verstärken und somit zum obstruktiven Schlaf-Apnoe-
Syndrom führen können (Walther, Bardenheuer et al., 2001). 
 
Das Leitsymptom  des OSAS ist das laute und unregelmäßige Schnarchen, 
nächtliche Atempausen und die Tagesschläfrigkeit. Die nächtlichen Atempau-
sen sind mit kardiopulmonalen Belastungen und Sauerstoffuntersättigung ver-
bunden. Weiterhin führen die durch das OSAS verursachten häufigen nur se-
kundenlangen, elektrophysiologisch messbaren Weckvorgänge zu Folgeer-
krankungen. Der Erholungswert des Schlafes nimmt erheblich ab. Klinisch ge-
hören zum Vollbild des obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms morgendliche 
Abgeschlagenheit, Mundtrockenheit und diffuse Kopfschmerzen. Auch können  
Wesensänderungen, intellektuelle Leistungsabfälle, Libido- und Potenzstörun-
gen auftreten. Bei vielen Patienten mit Schlaf-Apnoe-Syndrom finden sich Be-
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gleitumstände bzw. Begleiterkrankungen, die teilweise zu der Erkrankung bei-
tragen oder auch für diese ursächlich sind (Tab.1). 
 
Tab. 1: Beleiterkrankungen und Begleitumstände in Assoziation mit OSAS * 
Obstruktives Schlaf-
Apnoe-Syndrom 
 
Zentrales Schlaf-Apnoe-
Syndrom 
Pathoanatomisch Funktionell 
Neuromuskulär / 
Neurologisch 
Adipositas (per magna) Diabetes mellitus Myasthenia gravis 
Akromegalie (Makroglossie) Chronisches Nierenversagen Myotone Muskeldystrophie 
Nasenseptumdeviation Hypothyreose Phrenikusparese 
Tonsillenhypertrophie Achondroplasie Hirnstammtumor 
Nasopharyngeale Tumoren Alkohol Bilaterale zervikale Cordoto-
mie 
 
Mandibularhypoplasie,     
Mikrognathie 
Medikamente           
(z.B.Benzoediazepine) 
Enzephalitis 
Larnyxdeformationen  Bulbäre Poliomyelitis 
  Schädel-Hirn-Trauma 
 *(nach A. Walther, H.J. Bardenheuer, 2001) 
 
Die geschätzte Prävalenz des obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms in einer 
Population Erwachsener mittleren Alters beträgt 1-4% (Walther, Bardenheuer 
et al., 2001). Sie steigt auf den dreifachen Wert bei Männern über 65 Jahren 
an, Frauen sind deutlich seltener betroffen. Das obstruktive Schlaf-Apnoe-
Syndrom kann prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten, bevorzugt allerdings 
bei Männern ab dem 40. Lebensjahr. 30-60% der über 55jährigen erreichen in 
polysomnographischen Screeninguntersuchungen einen grenzwertigen Wert, 
nämlich einen Apnoe-Hypopnoe-Index von 5 oder über 5 (Young et al., 1993). 
Die Prävalenz von OSAS bei Kindern ist noch nicht gesichert, aber wird auf ca. 
2.8% geschätzt (Ali et al., 1993).  
Retrospektive Studien haben ergeben, dass es Assoziationen des OSAS mit 
einer Erhöhung der Morbidität und Letalität an zerebrovaskulären und kardio-
vaskulären Erkrankungen gibt  (Kryger et al., 1988). 
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Weiterhin findet sich bei OSAS-Patienten eine erhöhte Inzidenz von Adiposi-
tas, jedoch sind auch häufig normalgewichtige Patienten zu finden. Die kardi-
ovaskulären Veränderungen sind Hauptgrund der Letalität des OSAS, bei ei-
ner schweren Erkrankung beträgt die 8-Jahres-Letalität 37 % (He et al., 1988). 
 
 
1.4 Definitionen und Klassifikationen der Schlaf-Apnoe 
 
Apnoe. Unterbrechung des nasalen/oralen Luftstroms für mehr als 10 Sekun-
den. Es kommt zu einem Sättigungsabfall von mehr als 4%. In den Einschlaf-
phasen, während der REM-Phasen und nach Körperbewegungen sind Ap-
noen auch bei gesunden Personen möglich. 
 
Hypopnoe. Inkomplette Unterbrechung des nasalen / oralen Luftstroms für 
mehr als 10 Sekunden, das Tidalvolumen sinkt dabei um mehr als 50%. 
 
Apnoe-Hypopnoe-Index. (AHI) Anzahl der Apnoe- und Hypopnoephasen pro 
Stunde Schlaf. 
 
Schlaf-Apnoe-Syndrom. Schlaf-Apnoe mit kardiozirkulatorischen oder zent-
ralnervösen Folgeerscheinungen. 
 
 
1.5 Diagnosestellung 
 
Der Patient gibt Schnarchen und Tagesschläfrigkeit an, anhand dieser Anga-
ben kann man die Verdachtsdiagnose auf ein OSAS stellen. Jedoch kann man 
das Schlaf-Apnoe-Syndrom endgültig nur anhand einer polysomnographi-
schen  Untersuchung in einem Schlaflabor stellen. Die polysomnographische 
Untersuchung bedient sich mehrerer Messtechniken, um den Patienten aus-
giebig zu untersuchen: mittels der Elektroenzephalographie (EEG) kann man 
die jeweiligen Schlafstadien differenzieren, durch die interkostale Elektromy-
ographie (bzw. thorakale / abdominelle Bandspannung und ösophageale Ma-
nometrie), kann man die Atemanstrengungen des Patienten und dessen A-
temexkursionen messen. Die kapnographische Atemflowmessung dient zur 
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Feststellung der Apnoe- bzw. der Hypopnoedetektion und der endotidalen 
CO2-Konzentration. Die Sauerstoffsättigung kann man anhand der Pulsoxy-
metrie messen, das EKG dient zur kardialen Überwachung des schlafenden 
Patienten. Letztendlich wird der Patient in der Nacht videographiert, um das 
nächtliche Verhalten aufzuzeichnen, der Muskeltonus kann zusätzlich durch 
die Musculus-tibialis-anterior-Myographie abgeleitet werden. Man unterteilt 
das OSAS in Apnoe-Hypopnoe-Indices (AHI). Die obstruktive Apnoe ist defi-
niert als eine 10 Sekunden andauernde Pause des nasalen und oralen Atem-
stroms mit Sauerstoffentsättigung (Taheri and Mignot, 2002). Liegt ein AHI > 
10 vor, besteht das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom. Der Vorteil der AHI-
Einteilung besteht in der einfachen Errechnung und ist für jede Nacht reprodu-
zierbar (Redline et al., 1991). Viele Studien bedienen sich dieser Krankheits-
grad-Einteilung und machen sie so besser vergleichbar. Allerdings kann der 
AHI als Haupt-Indikator insofern von Nachteil sein, da es laborunterschiedliche 
Messbedinungen gibt, indivudielle Ereignisse vorkommen und pathologische 
Hintergründe fehlen können. (Redline and Tishler, 2000) 
 
 
1.6 OSAS und Genetik 
 
Die Risikofaktoren des  obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms beinhalten Adi-
positas, zentrale Atemstörungen und craniofaziale Dysmorphien (Redline and 
Tishler, 2000) Jedoch ist das obstruktive Schlaf Apnoe Syndrom nicht einfach 
nur eine Krankheit von adipösen älteren Männern, oder Menschen, die an 
craniofazialen Anomalien leiden. In der Vergangenheit hat man festgestellt, 
dass  genetische Faktoren eine große Rolle bei OSAS-Patienten  spielen kön-
nen. Die Hauptrisikofaktoren des OSAS wie Adipositas, neuronale  Atemfunk-
tionstörungen und craniofaziale Dysmorphien basieren auf genetischen Aber-
rationen verschiedenster Art.  
Des Weiteren kommen noch andere genetische Komponenten hinzu, die das 
Auftreten eines OSAS erklären könnten und die im weiteren Verlauf dieser Ar-
beit noch erwähnt werden sollen. Das OSAS ist ein komplexes Zusammen-
spiel von multiplen Faktoren: zum einen sind persönliche Eigenschaften und 
Lebensstile stark mit der  Entstehung von Schnarchen bis hin zum ausgepräg-
ten OSAS assoziiert, wie zum Beispiel der Genuss von Tabak und Alkohol 
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(Jennum et al.., 1992). Jedoch können diese Faktoren auch nur einen Teil der 
Prävalenz der Erkrankung erklären (Jennum et al.., 1995). Deswegen kom-
men genetische Faktoren in Betracht, die ursächlich für die Entstehung des 
obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms sind. Belegend für diese Hypothesen 
sind Studien der Vergangenheit, die zeigen, dass z.B. das OSAS gehäuft bei 
Familienmitgliedern der gleichen, der jüngeren oder der älteren Generation 
vorkommen (el Bayadi et al.., 1990; Manon-Espaillat et al.., 1988; Strohl et al.., 
1978; Wittig et al., 1988).  
Das Schlaf-Apnoe-Syndrom wurde sowohl bei Kindern, bei adipösen und auch 
bei nicht adipösen Mitgliedern der betroffenen Familie beobachtet. Diese Un-
tersuchungen ergaben, dass die Erkrankung aus der Interaktion physiologi-
scher und anatomischer  Anomalien resultierten (Redline and Tishler, 2000). 
Weiterhin gibt es diverse Zwillingsstudien, die zeigten, dass das OSAS nicht 
nur durch äußerliche Einflüsse entstehen kann, sondern dass es wahrschein-
lich auf einer genetischen familiären Komponente basieren muss (Ferini-
Strambi et al., 1995; Jennum et al., 1995; Redline et al., 1992). Kaprio et al. 
belegten in ihrer Zwillingsstudie, die über 4000 finnische Zwillingspaare um-
fasste, dass Schnarchen eine genetische Ursache hat: das gemeinsame Auf-
treten von Schnarchen bei monozygoten Zwillingen war in der Studie stärker 
ausgeprägt als bei dizygoten Zwillingen. Genauso wiesen Ferini-Strambi et al. 
bei ihrer Zwillingsstudie nach, dass bei monozygoten Zwillingen die bekannten 
Risikofaktoren nicht so stark ausgeprägt waren wie bei dizygoten Zwillingen. 
Dieses wurde als Evidenz für genetische Faktoren des Schnarchens interpre-
tiert (Ferini-Strambi et al., 1995).  
Weiterhin zeigten Redline et al., dass Schnarchen, ausgeprägte Tagesmüdig-
keit- und Tagesschläfrigkeit sowie Apnoen, bei Verwandten ersten Grades, 
zwei- bis viermal häufiger vorkamen als unter den Kontrollen. Diese Beobach-
tung war unabhängig von BMI, Tabak- und Alkoholkonsum, Alter und Ge-
schlecht (Redline et al., 1992). Auch in der prospektiven Kopenhagener Studie 
wies man familiäres Schnarchen nach (Jennum et al., 1995). Redline et al. 
gaben aus unveröffentlichten Daten an, dass das familiäre OSAS öfter auftritt, 
als die rein sporadische Form. 
Eine weitere Evidenz für eine genetische Ursache des obstruktiven Schlaf-
Apnoe-Syndroms zeigen Studien, die sich mit rassespezifischen und ethni-
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schen  Unterschieden des OSAS befassen. Zwar weiß man bis heute noch 
nicht sehr viel über das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom der nicht-
kaukasischen Bevölkerung, aber gewisse Daten deuten darauf hin, dass be-
stimmte Völker ein höheres Risiko haben, an einem OSAS zu erkranken als 
andere (Redline and Tishler, 2000). Zum Beispiel zeigten Redline et al. in ihrer 
Cleveland-Studie, dass Afro-Amerikaner ein zweifach erhöhtes Risiko haben 
an einem OSAS zu erkranken als gleichaltrige Kaukasier, und im Falle der Er-
krankung höhere AHI nachzuweisen sind als bei den kaukasischen Kontrollen. 
Baldwin et al. beobachteten, dass Maori (Ureinwohner Neuseelands) und die 
Bewohner der Pazifischen Inseln höhere Erkrankungsraten und schwerwie-
gendere Verläufe des OSAS aufweisen als Europäer (Ancoli-Israel et al., 1995; 
Redline et al., 1997b). 
Wie schon erwähnt, sind die Hauptrisikofaktoren Adipositas und das männli-
che Geschlecht (Strohl and Redline, 1996). Hinzu kommen andere Risikofak-
toren, wie die Anatomie der oberen Atemwege (Guilleminault et al., 1984; Lo-
we et al., 1997; Pracharktam et al., 1996) und Charakteristiken  der zentralen 
Atemkontrolle (Kunitomo et al., 1989; Redline et al., 1997a).   
Diese Risikofaktoren werden genetisch bestimmt und durch äußere Einflüsse 
moduliert (Redline and Tishler, 2000). Tabelle 2 zeigt eine Auflistung von 
Kandidatengenen, die die Entstehung des obstruktiven Schlaf-Apoe-Syndroms 
beeinflussen könnten. 
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Tab. 2: OSAS-Risikofaktoren und deren mögliche Kandidatengene* 
Phänotypen und mögliche Kandidatengene für OSAS 
Phänotypen  Kandidatengene 
Adipositas -Pro-opiomelanokortin (POMC) 
-insulin growth factor 
-Glukokinase 
-Adenosindeaminase 
-Melanocortin-3-Rezeptor 
-Tumornekrose Faktor-α 
-Glukose regulierendes Protein 
-Agouti Protein  
-Ghrelin 
-Adiponektin 
-Resistin 
-Orexin 
 
Ventilationskontrolle  -RET-Proto-Onkogen, Rezeptor Ty- 
 rosinkinase 
-neutrotrophic growth factors (brain derived 
 growth factor, glial derived growth factor) 
-Endothelin-1 / Endothelin-3 
-Krox-20 / homebox Gene 
-ACE 
-Retinsäure  
-Leptin 
-Orexin 
 
Kraniofaziale Dysmorphien 
 
-homebox Gene 
-Wachstumhormone 
-Wachstumsfaktoren 
-Retinsäure 
-Kollagen Typ I und II 
-Tumornekrose Faktor-α 
 
Schlafregulation -Orexin 
-Leptin 
-Tumornekrose Faktor-α 
-Melatonin 
-Cortistatin 
-Adenosin 
*(nach S. Redline, P.V. Tishler, 2000)  
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Aus Tabelle 2 kann man multiple Kandidatengene für Adipositas entnehmen. 
Es hat in der Vergangenheit viele Studien bezüglich Adipositas gegeben, die 
besagen, dass die Adipositas einen genetischen Ursprung hat (Bodurtha et al., 
1990; Smith et al., 1985; Stunkard et al., 1990). Die Fettleibigkeit ihrerseits 
stellt einen Risikofaktor für die Pathogenese des OSAS dar. Ebenso hat man 
Kandidatengene für die anderen Risikofaktoren (siehe Tabelle) gefunden, die 
einen erheblichen Einfluss auf die Pathogenese des OSAS nehmen. 
 
Interessanterweise wurde festgestellt, dass das obstruktive Schlaf-Apnoe-
Syndrom auch im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen auftritt, die ih-
rerseits einen genetischen Ursprung besitzen. Dieses ist wiederum ein Indiz 
für die genetische Kausalität der Erkrankung. Eine Studie zeigt, dass HLA-
Genotypen oder HLA-Merkmale mit dem Auftreten eines OSAS in der japani-
schen Bevölkerung einhergehen (Yoshizawa et al., 1993). 
 
Weitere drei Studien vermuten einen möglichen Zusammenhang zwischen 
dem Apoliprotein E4 und dem OSAS (Breslow, 2000; Chapman et al., 2001). 
Dematteis et al. zeigten in ihrer Arbeit aus dem Jahre 2001 einen möglichen 
Zusammenhang zwischen der hereditären Neuropathie CMT 1 und dem obst-
ruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom, auf diese Arbeit soll im weiteren Verlauf nä-
her eingegangen werden. (Dematteis et al., 2001) 
 
 
1.7 OSAS und Neuropathien 
 
In der Vergangenheit gab es wenige Arbeiten und Dokumentationen zu einer 
Assoziation zwischen dem OSAS und einer Neuropathie (Osanai et al., 1992). 
Dematteis et al. untersuchten in einer Familienstudie 13 Verwandte eines an 
der Charcot-Marie-Toothe´schen Erkrankung leidenden und zusätzlich an 
schwerem OSAS erkrankten Patienten. Insgesamt litten von 14 Familienmit-
glieder 11 an der autosomal-dominanten demyelisierenden Form der CMT-
Erkrankung einer PMP-22 Duplikation auf dem Chromosom 17. Erstaunli-
cherweise fand man allen betroffenen Familienmitgliedern zusätzlich ein 
Schlaf-Apnoe-Syndrom (Dematteis et al., 2001). Dematteis et al. interpretier-
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ten diese Ergebnisse als pharyngeale Neuropathie, hervorgerufen durch die 
CMT-Erkrankung, die für das vorliegende OSAS ursächlich war. 
 
Die Charcot-Marie-Tooth´sche Erkrankung (CMT) ist die häufigste, erbliche 
neurogene Muskelatrophie. Die Erstbeschreibung fand im Jahr 1886 statt. Da-
bei handelt es sich um keine isolierte Krankheitsentität, sondern um eine kli-
nisch und genetisch heterogene Erkrankung. Die CMT 1 ist charakterisiert 
durch eine deutlich reduzierte und motorische Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) 
und durch morphologische Zeichen einer De- und Remyelinisierung in Biop-
sien des Nervus suralis. Die Erkrankung wird autosomal-dominant vererbt, es 
werden aber auch x-gekoppelte, autosomal-rezessive und sporadische Fälle 
beschrieben (Gabreels-Festen et al., 1992; Harding and Thomas, 1980a; 
Harding and Thomas, 1980b).  
 
Eine 1.5 Tandem-Duplikation, die das PMP-22 Gen einschließt, wird als häu-
figste Ursache beschrieben (Nelis et al., 1996). PMP-22 ist ein Gen, das für 
Transmembranproteine, die in der Myelinscheide peripherer Nerven lokalisiert 
sind, kodiert. Weiterhin werden eine Deletion und Punktmutationen des PMP-
22-Gens beschrieben, die unterschiedliche Formen von hereditären Neuropa-
thien hervorrufen (Chance et al., 1994; Chance et al., 1993; Suh et al., 1997; 
Suter et al., 1992a; Suter et al., 1992b). Andere Gene, die für Trans-
membranproteine kodieren, sind das Myelin Protein Zero (MPZ, 1q22-23) und 
das Connexin-32 (CX-32, Xq13.1), weiterhin zählt man den Transkriptionsfak-
tor Early Growth Factor-2 (EGR-2) hinzu (Bruzzone and Ressot, 1997; 
Bruzzone et al., 1996; Filbin et al., 1990; Shapiro et al., 1996).  
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Abb. 1: Beziehungen und Überschneidungen zwischen Mutationen der genannten Kandida-
tengene PMP22, EGR-2 und MPZ und deren Neuropathien.  
 
Die häufigsten Formen der CMT-Erkrankungen werden durch eine genetisch 
bedingte Demyelinisierung hervorgerufen, die alle peripheren Nerven des 
Körpers betreffen kann. So können auch Nerven betroffen sein, die die Atem-
hilfsmuskulatur, die Rachenmuskulatur und das Zwerchfell versorgen. Es gibt 
nur wenige Berichte über laryngeale und pharyngeale Dysfunktionen in Asso-
ziation mit CMT (Thomas et al., 1997), jedoch wurde zumindest von einer 
Zwerchfell-Unterfunktion in Assoziation mit der CMT berichtet (Carter et al., 
1992; Chan et al., 1987; Hardie et al., 1990; Laroche et al., 1988). 
 
Larrson et al. berichteten 1992 in ihrer Arbeit von einer pharyngealen Neuro-
pathie bei Patienten mit obstruktivem Schlaf-Apnoe-Syndrom. Dematteis et al. 
haben gezeigt, dass das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom mit der CMT 1 
assoziiert sein kann.  
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1.8 EGR-2 als möglicher genetischer Kandidat für das OSAS 
 
Bei Patienten mit hereditären Neuropathien (wie z.B. die Charcot-Marie-
Tooth´sche Erkrankung, das Dejerine-Sottas-Syndrom und die congenitale 
Hypomyelinisierung) wurden in der Vergangenheit mehr als 250 Mutationen 
des PMP-22-Gens, des MPZ-Gens und des CX-32-Gens beschrieben (Nelis 
et al., 1999). Weiterhin wurde von Mutationen des Transkriptionsfaktors „Early 
Growth Response- 2“ (EGR-2) in Zusammenhang mit der congenitalen Hypo-
myelinisierung und der CMT1 berichtet (Warner et al., 1998).  
 
Das EGR-2 gehört zu der EGR-Familie, die außerdem noch EGR-1, 3 und 4 
einschließt. Gene dieser Familie kodieren für nukleare Transkriptionsfaktoren 
und Zinkfinger-DNA-bindende Proteine (Tamura et al.2004). Im weiteren Ver-
lauf dieser Arbeit soll jedoch nur auf das Early Growth Response-2 eingegan-
gen werden. EGR-2 ist auf dem menschlichen Chromosom 10q21.1-q22.1 lo-
kalisiert. Das EGR-2 hat eine Größe von 4.3 kb und umfasst 2 codierende E-
xons. (Joseph et al., 1988) 
 
Rangnekar et al. haben nachgewiesen, dass das EGR-2-Gen für einen 
Transkriptionsfaktor kodiert, der 3 Tandem Zinkfinger der Cys2/His2 Klasse 
enthält. (Rangnekar et al., 1990; Swirnoff and Milbrandt, 1995): 
Das Early Growth Response Protein ist für die Somitenbildung in der Embryo-
genese und später für die Myelinisierung des peripheren Nervensystems ver-
antwortlich (Schneider-Maunoury et al., 1993; Sham et al., 1993; Wilkinson et 
al., 1989). Tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass die Inaktivierung 
des EGR-2-Gens bei Mäusen eine Hypomyeliniserung des gesamten periphe-
ren Nervensystems bewirkt, außerdem beobachtete man extrem unterentwi-
ckelte Schwann´sche Zellen und eine reduzierte bzw. vollkommen fehlende 
Expression des späten Myelin Gens (Topilko et al., 1994). 
 
Warner et al. berichteten von einer rezessiven und zwei dominanten Mutatio-
nen des EGR-2-Gens bei Patienten mit einer congenitalen Hypomyelinisierung 
und in einer Familie mit CMT-1 (Warner et al., 1998). Die dominanten Mutatio-
nen finden sich in der Zinkfinger Region des Gens und bewirken Veränderun-
gen in der DNA-Bindungsfähigkeit. Der krankheitsauslösende Mechanismus 
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besteht wahrscheinlich in einem Verlust der Funktion des Transkriptionsfak-
tors. Die rezessive Mutation fällt in eine Repressor-bindende Region des 
EGR-2 Gens und sie wirkt vermutlich auf die transkriptionale Aktivität.  Zusätz-
lich nennen Warner et al. eine weitere dominante Mutation, die bei Patienten 
mit Dejerine-Sottas-Syndrom (DSS) auftreten kann (Warner et al., 1999). Die-
se Mutation fällt ebenso wie die beiden anderen dominanten Mutationen in die 
Zinkfinger Region. Außerdem beschrieben Timmermann et al. einen stummen 
Polymorphismus, der ebenfalls in der Zinkfinger Region zu finden war (Abb.2). 
 
 
 
Abb. 2: Mutationen im Early Growth Response 2-Gen. Die Mutationen befinden sich im kodie-
renden Bereich des EGR-2. Met 1 und Met 51 beschreiben die Position des Start-Methionins. 
 
 
Das menschliche EGR-2 ist das humane Homolog zum Krox-20, das man bei 
Mäusen findet. Beide Gene sind insgesamt zu 75 % homolog (in der codie-
renden Region sind 87 % und in der Zinkfinger Region sind 89 % homolog 
(Joseph et al., 1988)). Krox-20 ist ein Teil einer transkriptionalen Kaskade, die 
verantwortlich für die Entwicklung und Segmentierung des Rhombenzepha-
lons ist (Sham et al., 1993). Des Weiteren wirkt das Krox-20-Gen auf die Ent-
wicklung der motorischen und cranialen Nerven, und auf die Myelinisierung 
der Schwann´schen Zellen und deren mutmaßlichen Vorläufer (Topilko et al., 
1994). Topilko et al. inaktivierten bei Mäusen das Krox-20-Gen und beobach-
teten, dass ein großer Teil der homozygoten knockout-Mäuse unmittelbar 
nach der Geburt starben. Die überlebenden Knockouts zeigten einen Phäno-
typ mit generalisiertem Zittern. Man fand eine Hypomyelinisierung des peri-
pheren Nervensystems. Die Schwann´schen Zellen wiesen einen nur sehr ge-
ringgradigen Differenzierungsgrad auf.  
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Die knockout-Mäuse zeigten im Vergleich zu ihren gesunden Kontrollen eine 
weitaus langsamere Atemfrequenz, damit verbunden fiel auch das Atemminu-
tenvolumen erheblich niedriger aus. Weiterhin waren die sonst als physiolo-
gisch beschriebenen Atempausen bei jungen Säugetieren (Apnoen > 3 Se-
kunden) im Ganzen länger. Insgesamt konnte man bei den Krox-20-knockout-
Mäusen 10 mal länger andauernde Apnoen beobachten als bei ihren gesun-
den Wildtyp-Kontrollen (Jacquin et al., 1996). Diese Atemstörungen führen bei 
über 80 % der Tiere zum Tod. 
 
Heterozygote Krox-20 Tiere zeigten keine der genannten Beeinträchtigungen 
auf (Topilko et al., 1994). Sowohl Chatonnet et al., als auch Nagarajan et al. 
konnten diese Ergebnisse mit ihren ebenfalls homozygoten Krox-20 knockout-
Mäusen bestätigen (Chatonnet et al., 2002; Nagarajan et al., 2001). 
 
Timmermann et al. sequenzierten 1999 das EGR-2 von 50 nicht verwandten 
Patienten, die an der CMT-1, dem DSS oder einer unspezifischen Neuropathie 
erkrankt waren, auf der Suche nach möglichen Mutationen oder Polymorphis-
men. Dabei stießen sie auf einen Patienten, der eine stark ausgeprägte hy-
pomyelinisierende  Neuropathie aufwies. Bei diesem Patienten fanden sie eine 
der dominanten Mutationen in der Zinkfinger Region des EGR-2. In der A-
namnese  des Patienten fiel auf, dass er besonders in den ersten Lebenswo-
chen an Störungen der Atmung litt. Mit 16 Jahren verstarb der Patient an      
Atemversagen infolge einer Pneumonie. 
 
Diese Sachverhalte deuten daraufhin, dass das EGR-2 einen Einfluss auf die 
Atemkontrolle haben könnte. Das OSAS basiert auf multiplen Faktoren: Le-
bensstil, Vorerkrankungen und Genetik. Es handelt sich hierbei um eine multi-
faktorielle Erkrankung. Durch genauere Untersuchung dieser genannten 
Sachverhalte, könnte man das Early Growth Response-Gen als mögliches 
Kandidatengen, das zur Entwicklung eines OSAS führt, postulieren.  
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2 Fragestellung 
 
Mit der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden: 
 
1. Findet sich in einer Gruppe von Patienten mit OSAS eine Häufung von Po-
lymorphismen oder Mutationen im EGR-2-Gen? 
 
2. Lässt sich eine Assoziation von EGR-2 zum OSAS feststellen? 
 
3. Haben Polymorphismen im EGR-2-Gen einen Suszeptibilitätseffekt auf das 
OSAS? 
 
4. Was gibt es für weitere Kandidatengene, die für ein OSAS in Frage kom-
men 
 
Dazu wurde zunächst ein Genabschnitt des EGR-2 der Betroffenen durch di-
rekte DNA-Sequenzierung, auf dem bekannte Mutationen liegen können, auf 
Punktmutationen und / oder Polymorphismen untersucht. Weiterhin sollte bei 
einem kleineren Teil der Betroffenen das gesamte EGR-2 sequenziert werden, 
um weitere mögliche Punktmutationen und / oder Polymorphismen zu finden. 
 
Neben den OSAS-Patienten soll ein Kontrollkollektiv aus der Normalbevölke-
rung mit der gleichen direkten DNA-Sequenzierung bezüglich des Vorhanden-
seins und der Häufigkeit des Auftretens möglicher Punktmutationen und / oder 
Polymorphismen überprüft werden. 
 
 
Material und Methoden 27
 
3 Material und Methoden 
 
3.1 Patienten- und Kontrollpopulation 
 
Insgesamt wurden DNA-Proben von 58 Patienten, die klinisch und som-
nographisch als OSAS-Patienten mit einem AHI > 10 / h klassifiziert worden 
waren, untersucht. Als Kontrolle diente die DNA von 60 Patienten, die eben-
falls klinisch und polysomnographisch untersucht wurden und bei denen der 
AHI unter 10 / h lag.  
 
Die Kontroll-Probanden lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: 
45 Probanden gehören zu der Gruppe mit einem AHI von 5 –10 / h, bei den 
restlichen 15 Probanden wurde ein AHI von < 5 / h beobachtet. Alle Patienten 
wurden in der Klinik und Poliklinik für Neurologie der Westfälischen Wilhelms-
Universität im Schlaflabor untersucht und betreut. 
 
3.2 Blutentnahme und DNA-Isolation 
 
 Die Blutentnahme zur molekulargenetischen Diagnostik erfolgte ausschließlich 
nach schriftlicher Einverständniserklärung der Probanden. Venöses Blut wurde 
durch Venenpunktion gewonnen. Zur DNA-Isolierung und –Reinigung aus 
Vollblut mit dem QIAamp-Blood-Kit (Qiagen) wurden spezielle QIAamp-
Zentrifugiersäulen (spin-column) verwendet, die eine absorbierende Kieseler-
demembran enthielten und eine Ausbeute von ca. 6 µg reiner DNA erbrachten. 
Der Algorithmus der  DNA-Isolierung ist in Tabelle 3 dargestellt. 
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Tab. 3:  DNA-Isolierungsschema und Materialbeschreibung 
Menge/Reaktionsgefäß Gebrauchslösung Konzentration Bestandteile 
200 µl Vollblut  Patientenblut + EDTA 
20 µl RNase A-Lösg. 20 mg/ml RNase-Enzym 
25 µl QIAGEN-Protease 45mAU/mg 140 mg Lyophilisat + 7 
ml dest. H2O 
200 µl Puffer AL  44 ml Reagenz AL1 + 
11 ml AL 2 
Sofort 15 Sekunden (s) mischen, anschließend 10 Minuten bei 70º C inkubieren 
210 µl Ethanol 96 – 100% Ethanol 
Kurz mischen, QIAamp-Zentrifugiersäule (ZS) in ein 2 ml-QIAGEN-Gefäß, Probengemisch in ZS pipettieren 
1 Min. bei 8000 U/min. zentrifugieren, ZS in ein neues 2 ml-QIAGEN-Gefäß 
500µl Puffer AW  
81ml Waschpufferkon-
zentrat + 190 ml Ethanol 
(96 %) 
1 Min. bei 8000 U/min. zentrifugieren (1.Waschschritt), ZS in ein neues 2ml-QIAGEN-Gefäß 
500µl Puffer AW  (s.o.) 
3 Min. bei 14 000 U/min. zentrifugieren (2.Waschschritt) ZS in ein 1,5-ml-Reaktionsgefäß 
200µl Puffer AE  60 ml Elutionspuffer 
4 - 12 µg gereinigte genomische DNA, 1-5 Min. Inkubation bei Raumtemperatur (RT), 
1 Min. bei 8000 U/min. zentrifugieren 
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3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es möglich, in vitro Nuklein-
säuren zu amplifizieren. Ausgehend von einer Nukleinsäure-Matrize (Templa-
te-DNA) wird mittels einer DNA-Polymerase ein neuer komplementärer DNA-
Strang synthetisiert. Startermoleküle sind synthetische Oligonukleotide (Primer) 
die antiparallel zueinander an die beiden Matrizen-DNA-Stränge hybridisieren 
und von deren 3’-Ende die DNA-Polymerase den neuen DNA-Strang syntheti-
siert. Der Ablauf der PCR gliedert sich in drei Phasen, deren zyklische Wie-
derholung zu einer exponentiellen Amplifizierung der DNA führt. Die erste 
Phase ist die Denaturierungsphase des DNA-Doppelstrangs. Durch Hitze 
werden die Wasserstoffbrücken zwischen den beiden Strängen der Doppelhe-
lix aufgeschmolzen, wodurch Einzelstränge entstehen. In der zweiten Phase, 
der Hybridisierungsphase, erfolgt die temperaturabhängige Primer-
Hybridisierung an die komplementäre, einzelsträngige Matrizen-DNA. Die op-
timale Hybridisierungstemperatur (Annealing-Temperatur) für einen Primer er-
gibt sich aus dessen Länge, Nukleotidzusammensetzung, -verteilung sowie 
seiner Schmelztemperatur (Tm). Als Schmelztemperatur wird dabei die Tem-
peratur bezeichnet, bei der die Primer-DNA-Moleküle zu 50 % denaturiert vor-
liegen. Die Schmelztemperatur der Primer-DNA (bis zu 25 Nukleotiden) lässt 
sich anhand der Zusammensetzung aus GC- und AT-Paaren berechnen. Ein 
GC-Paar trägt mit 4° C und ein AT-Paar mit 2° C zur Schmelztemperatur bei. 
Oft wird für die PCR eine Annealing-Temperatur 5° C unter der errechneten 
Schmelztemperatur des Primers gewählt. Durch das Testen eines großen 
Temperaturspektrums kann die optimale Annealing-Temperatur ermittelt wer-
den. Wenn keine optimale Annealing-Temperatur ermittelt werden kann, wird 
das Primerpaar mit Zusatz von 5 x Q-Solution (Qiagen) zum Grundansatz ge-
testet. Dies bewirkt eine Veränderung des Schmelzverhaltens der DNA und 
erleichtert in manchen Fällen die spezifische Anlagerung des Primers an die 
Matrize, so dass auch in kritischen Sequenzbereichen (z.B. hoher GC-Gehalt) 
die PCR erfolgen kann. Die mit dieser Methode ermittelte optimale für jeden 
Primer spezifische Annealing-Temperatur wird bei den weiteren PCR-
Reaktionen benutzt. Während der dritten Phase eines PCR-Zyklus (Elongati-
onsphase) folgt die Neusynthese der zwischen den Primern liegenden DNA-
Sequenz durch eine hitzestabile Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus. 
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Dabei entstehen die zur DNA-Matrize komplementären DNA-Fragmente. In 
der PCR eingesetzte Polymerasen sind hitzestabil und brauchen für weitere 
Zyklen nicht erneut zugegeben werden. 
 
Die zuvor isolierte DNA (Tab.3) wurde mit folgenden Komponenten in ein 
PCR-Reaktionsgefäß pipettiert (Tab.4). Die Proben genomischer DNA wurden 
für jeden OSAS-Patienten jeweils mit beiden Primerpaaren angesetzt. Die 
spezielle PCR für die separate Vervielfältigung der 9 einzelnen Exone des 
EGR-2-Gens verläuft im Wesentlichen wie oben dargestellt. Es wurden jedoch 
9 verschiedene Primer als Startoligonukleotide (Tab.5) mit unterschiedlichen 
Zyklen (Tab.6 und Tab.7) verwendet. Diese 9 überlappenden Primerpaare ba-
sieren auf der cDNA, die von Joseph et al.  und Rangnekar et al. veröffentlicht 
wurden (Joseph et al., 1988; Rangnekar et al., 1990). 
 
Tab. 4:  PCR-Mix pro DNA-Probe (50 µl) 
Komponente          Menge 
Aqua demin.        32,8 µl 
10x PCR-Puffer               5 µl 
dNTP-Gemisch (je 10mM)             1 µl 
Taq-Polymerase (5 Einheiten/µl)  
 
        0,2 µl 
Template-DNA 
             3 µl 
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Tab. 5:  Liste der Primer-Sequenzen für die 2 codierenden Exons des EGR-2 Gens  
Primer Sequenz Größe 
1.1f 
1.1R 
5´ AAGTGTGGAGGGAAAAGGA  3´ 
5´ ACGCGGCTTACCTCCGGC  3´ 
299 bp 
2.1f 
2.1R 
5´ TCCCCTCCCCAGATGGCATG  3´ 
5´ TGACGCTGGATGAGGCTGTG  3´ 
248 bp 
2.2f 
2.2R 
5´ GCTACCCAGAAGGCATAATC  3´ 
5´ AGGAAGGAGGTGGTGGGTAG  3´ 
300 bp 
2.3f 
2.3R 
5´ CCCTTCTGCGTTCCTGTCAG  3´ 
5´ CAGGGTAAAGTTACGGATTG  3´ 
273 bp 
2.4f 
2.4R 
5´ ACCCAGGTCTCTTCCCAATG  3´ 
5´ GCAGGTGGTGTGGGTTATAG  3´ 
396 bp 
2.5af 
2.5aR 
5´ CAATCCGTAACTTTACCCTG  3 
5´ GGATGTGCCGTGTCAGCTCG  3´ 
286 bp 
2.5bf 
2.5bR 
5´ CGAGCTGACACGGCACATCC  3´ 
5´ CTCCGCCAAGACTGCTGCTG  3´ 
326 bp 
2.5cf 
2.5cR 
5´ CGCAAGTACCCCAACAGACC  3´ 
5´ GGTGGTCACTGCGGCTGAAG  3´ 
186 bp 
2.6f 
2.6R 
5´ ATCGGTGCCAGCCCCCTCTA  3´ 
5´ TAGGTGGAAAGGGGGCAGTG  3´  
287 bp 
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Tab. 6: PCR-Ablauf 
Prozess Temperatur Dauer 
 
Aktivierung der HotStar®-Taq 
 
 
95° C 
 
15 Min 
Denaturierung 
 
94° C 1 Min 
Primer-Annealing 
 
X (Tab.7) 1 Min 
Elongation 
 
72° C 45 sec 
Wiederholung der Schritte 2-4 (12-35 x, siehe Tab.7) 
 
Terminale Elongation 
 
72° C 10 Min 
Kühlschritt   4° C ∞ 
 
 
Tab. 7: Spezifische Zyklen für die EGR-2-Primer 
Primer Temperatur Zykluswiederholung 
1. EGR  1.1 64° C, 62° C, 60° C Je 12 Zyklen 
 
2. EGR  2.1 64° C, 62° C, 60° C Je 12 Zyklen 
 
3. EGR  2.2 54° C + Q – Solution Je 35 Zyklen 
 
4. EGR  2.3 54° C Je 35 Zyklen 
 
5. EGR  2.4 54° C + Q – Solution Je 35 Zyklen 
 
6. EGR  2.5a 48° C + Q – Solution Je 35 Zyklen 
 
7. EGR  2.5b 66° C, 64° C Je 18 Zyklen 
 
8. EGR  2.5c 64° C, 62° C, 60° C Je 12 Zyklen 
 
9. EGR  2.6 64° C, 62° C, 60° C Je 12 Zyklen 
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3.4 Agarosegelelektrophorese 
 
Agarose, ein Polysaccharid hergestellt aus roten Meeresalgen, lässt sich 
durch Aufkochen in Wasser bzw. Pufferlösung lösen und geliert beim Abküh-
len. Die dabei entstehenden Polysaccharid-Doppelhelices lagern sich zu rela-
tiv dicken Fäden zusammen, wobei ein dichtes Netzwerk entsteht. Agarosege-
le können zur Trennung von einzel- oder doppelsträngiger DNA genutzt wer-
den, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA von der Länge und Kon-
formation derselben abhängt. Die Agarosegelelektrophorese erfolgte in einer 
horizontalen Gelkammer. Für die Genotypisierungen kamen 1,5 % ige (w/v) 
Gele zum Einsatz. Dafür wurde die Agarose (SeakemLE Agarose, Biozym 
Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf)  durch Aufkochen in TAE-Puffer (1x) 
gelöst und bei 62° C gelagert. Für die Herstellung der Gele wurde eine Ta-
schenschablone am oberen Rand der Kammer (Kathodenseite) eingesetzt 
und die Agarose (40 ml Agarose mit 5 µl Ethidiumbromid (1 mg / ml 
Gebrauchslösung)) luftblasenfrei in die Gelkammer gefüllt. Nach der Polymeri-
sation wurde das Gel mit TAE-Puffer überschichtet und die Taschenschablone 
entfernt. Die DNA-Proben (5µl) und der Größenmarker (5 µl) wurden mit 1 µl 
Loading-Dye (6x) (10 x TBE: 108 g Tris, 55 g Borsäure, 7,4 g NA2EDTA, 
Merck, in 1 l VE- H2O)  versehen und in die Geltaschen pipettiert. Durch Anle-
gen eines elektrischen Feldes (120 V) wurden die DNA-Fragmente aufgetrennt, 
wobei diese aufgrund ihrer negativen Gesamtladung von der Kathode zur A-
node wanderten. Nach ca. 10 Minuten wurden die Gele unter UV-Licht fotogra-
fiert, wobei das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid fluoreszierte. An-
schließend wurden die digitalen Fotos ausgewertet. Durch Vergleiche der ein-
zelnen Banden des PCR-Produktes mit den Banden des mitgeführten Stan-
dards im Gel waren die Exons 2.1, 2.2, 2.3, .2.4, 2.5a/b/c und 2.6 des EGR-2 
Gens deutlich erkenn- und differenzierbar. 
Material und Methoden 34
 
3.5 Sequenzierung 
Die mit Hilfe des PCR Purification Kits (Qiagen, siehe Tab.8), aufgereinigten 
PCR-Produkte wurden abermals zur Konzentrationsbestimmung auf ein 1,5 % 
Agarosegel aufgetragen (2 µl), um die ungefähre Konzentration zu quantifizie-
ren.  
 
Tab. 8: Aufreinigung des PCR-Produktes gemäß Qiagen Protokoll 
Menge/Reaktionsgefäß Gebrauchslösung Bestandteile 
47 µl PCR-Amplifikat Amplifizierte Patienten-DNA 
500 µl Puffer PB Siehe MinElute™ Handbuch 
Zellsuspension (ZS) in ein 2ml Qiagen-Gefäß, Probengemisch in ZS pipettieren 
1 Min. bei 13000 U/min. zentrifugieren, Flüssigkeit aus Qiagen-Gefäß verwerfen 
750 µl Puffer PE Siehe MinElute™ Handbuch 
Puffer in ZS pipettieren und bei 13000 U/min. 3 Min zentrifugieren 
ZS in ein 1,5ml Reaktionsgefäß (Eppendorf) 
30 µl dest. H2O - 
H2O in ZS pipettieren, Inkubation bei Raumtemperatur für 1 Min., 1 Min. bei 13000 U/min. zentrifugieren 
 
Der Sequenzierungsalgorithmus entsprach der weiterentwickelten Sanger-
Methode:  
 
 2 µl BD Terminator Cycle Sequencing Kit 3 (Applied Biosystems),  
 2 µl Puffer (200 mM Tris, 5 mM MgCl2), 
 0,5 µl Primer (10 pmol/µl),  
 200 ng PCR-Produkt,  
 HPLC-H2O zu einem Gesamtreaktionsvolumen von 10 µl.  
Die Sequenzier-Reaktion verlief in einem PCR-Cycler unter folgenden Bedin-
gungen (Tab.9): 
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     Tab. 9: Sequenzier-PCR 
Temperatur     Zeit Prozess 
96° C               10 sec Denaturierung der DNA 
55° C               10 sec 
Annealing des Oligonukleotid-
Primers 
60° C               4  min 
DNA-Synthese mit Kettenabbruch 
mit Einbau eines fluoreszierenden 
Didesoxynukleotids 
 
 
Dieser Zyklus wurde 25 mal wiederholt. Die DNA liegt als doppelsträngige 
Matrize vor. Bei der Sequenzier-Reaktion wird nur ein Primer eingesetzt, so 
dass die Vorwärts- und Rückwärtsprimer in zwei getrennten Reaktionsansät-
zen zum Einsatz kommen. Nach dem cycle-sequencing erfolgte die Aufreini-
gung der Sequenzier-Produkte mit Sephadex G 50 superfine (Sigma-Aldrich, 
Deisenhofen) durch das Aufreinigungssystem von Millipore (Multiscreen HV 
mit 0,45 µm hydrophilic low protein binding durapore membrane, siehe Her-
steller-Protokoll), um nicht eingebaute fluoreszenzmarkierte ddNTPs zu elimi-
nieren. Nach Zugabe von 10 µl HPLC-H2O wurden die Sequenzelektrophore-
sen in einem 9700 Kapillarelektrophorese-Sequencer (Applied Biosystems) 
durchgeführt und die Sequenzen anschließend mit dem Programm SeqMan 
aus dem DNASTAR Programmpaket (DNASTAR Inc.,Madison, WI, USA) aus-
gewertet.  
 
3.6 Analyse ermittelter Sequenzvarianten 
 
Zur Mutations- und Polymorphismusanalyse wurde das Early Growth Respon-
se-2 Gen alternativ der vom OSAS betroffenen Personen und der nicht betrof-
fenen Personen untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurden durch direkte 
Sequenzierung aus der Patienten-DNA Sequenzen erstellt, die untereinander 
und mit einer Referenzequenz verglichen werden konnten. Diese Methode 
ermöglicht es, Sequenzvariationen bei einzelnen Patienten zu ermitteln. Han-
delt es sich dabei um einen einzelnen Basenaustausch, kann man diesen mit 
Hilfe der Datenbank dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) überprüfen. Würde 
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es sich bei einer möglichen Sequenzvariation um eine schon Bekannte han-
deln, bezeichnet man dies als einen Polymorphismus, der mit hoher Wahr-
scheinlichkeit in keinem kausalen Zusammenhang mit der Ausbildung eines 
OSAS steht. Einen sogenannten Polymorphismus bezeichnet man als SNP 
(single nucleotide polymorphism). Eine SNP ist eine Punktmutation, die bei ei-
nigen Individuen einer Population auftritt und keine krankheitsverursachende 
Variante darstellt, sondern als natürlich eingestuft wird. Jeder SNP besitzt  
zwei Allele. Die SNPs sind in der Datenbank alle mit einer Nummer erfasst. 
Einige SNPs enthalten in dieser Datenbank auch Angaben über ihre Allelfre-
quenz, aus der man entnehmen kann, mit welcher Häufigkeit die einzelnen  
Allele in der entsprechenden Population verteilt vorkommen. Bei Abweichun-
gen von der Referenzsequenz, wurde durch Untersuchung von gesunden 
Kontrollen geprüft, ob es sich möglicherweise um einen SNP oder um eine 
möglicherweise pathogene Mutation handelt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde auf der Suche nach möglichen Mutationen 
und Polymorphismen erst ein Teilbereich des EGR-2, der die Primer Paare 2.5 
c und b umfasste (Tab.10), sequenziert.  Dies geschieht an Anlehnung an 
Timmermann et al., die in ihrer Arbeit 1999 in diesem Bereich bereits Poly-
morphismen fanden. 
 
Tab. 10: Primerpaar Sequenzen, der markierte Bereich zeigt die Primer Paare 2.5 c und b 
Primer Sequenz Grösse 
1.1f 
1.1R 
5´ AAGTGTGGAGGGAAAAGGA  3´ 
5´ ACGCGGCTTACCTCCGGC  3´ 299 bp 
2.1f 
2.1R 
5´ TCCCCTCCCCAGATGGCATG  3´ 
5´ TGACGCTGGATGAGGCTGTG  3´ 248 bp 
2.2f 
2.2R 
5´ GCTACCCAGAAGGCATAATC  3´ 
5´ AGGAAGGAGGTGGTGGGTAG  3´ 300 bp 
2.3f 
2.3R 
5´ CCCTTCTGCGTTCCTGTCAG  3´ 
5´ CAGGGTAAAGTTACGGATTG  3´ 273 bp 
2.4f 
2.4R 
5´ ACCCAGGTCTCTTCCCAATG  3´ 
5´ GCAGGTGGTGTGGGTTATAG  3´ 396 bp 
2.5af 
2.5aR 
5´ CAATCCGTAACTTTACCCTG  3 
5´ GGATGTGCCGTGTCAGCTCG  3´ 286 bp 
2.5bf 
2.5bR 
5´ CGAGCTGACACGGCACATCC  3´ 
5´ CTCCGCCAAGACTGCTGCTG  3´ 326 bp 
2.5cf 
2.5cR 
5´ CGCAAGTACCCCAACAGACC  3´ 
5´ GGTGGTCACTGCGGCTGAAG  3´ 186 bp 
2.6f 
2.6R 
5´ ATCGGTGCCAGCCCCCTCTA  3´ 
5´ TAGGTGGAAAGGGGGCAGTG  3´ 287 bp 
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Nach dem Zufallsprinzip wurde in der OSAS-Gruppe bei 20, in der Kontroll-
gruppe bei 10 Patienten das gesamte EGR-2-Gen sequenziert.  
 
3.7 Statistik 
Bei allen Auswertungen wurde zunächst der arithmetische Mittelwert der 
Messwerte bzw. Zählerergebnisse bestimmt (Abb.3). 
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Abb. 3:  Formel zur Bestimmung des arithmetischen Mittelwerts.  
 
 
Nach Errechnen der Mittelwerte wurde für alle Ergebnisse der Versuchsreihen 
zusätzlich die Standardabweichung ermittelt (Abb.4). 
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Abb. 4:  Formel zur Bestimmung der Standardabweichung. 
 
Messwerte x1….xn: xi    i=1….n 
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4 Ergebnisteil 
 
Unter Anwendung der PCR wurde die DNA des Early Growth Response-2 von 
insgesamt 58 am obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom erkrankten Patienten 
auf Punktmutationen oder Polymorphismen untersucht. 
Als Kontrolle dienten 60 Probanden, die ebenfalls wie die OSAS Patienten, 
zuvor polysomnographisch untersucht worden waren. 
 
 
4.1 Beschreibung der OSAS Patienten und der Kontrollgruppe 
 
58 Patienten mit gesichertem OSAS wurden in die Untersuchung mit einbezo-
gen. Der Schweregrad ihrer obstruktiven Schlaf-Apnoe-Erkrankung wurde an-
hand des AHI (Apnoe-Hypopnoe-Index) erfaßt. Der AHI errechnet sich aus der 
Anzahl der Apnoen von jeweils mehr als 10 s Dauer pro Stunde. Liegt der AHI 
über 10, liegt das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom vor. Zusätzlich zum AHI 
wurden Alter und BMI der Probanden miterfasst. 
Neben der DNA-Sequenzierung der OSAS-Gruppe, wurde auch die DNA des 
Early Growth Response-2 eines Kontrollkollektivs von 60 Probanden sequen-
ziert. Die Kontrollen wurden ebenfalls allesamt polysomnographisch unter-
sucht und bei ihnen konnte ein OSAS mit einem AHI > 10 ausgeschlossen 
werden. Für die genauere Differenzierung wurde die Kontrollgruppe noch ein-
mal aufgeteilt in eine Gruppe mit einem AHI von 0 – 5 und eine weitere Grup-
pe mit einem AHI zwischen 5 und 10. 
 
 
4.1.1 Geschlechterverteilung der OSAS Gruppe und der Kontrollen 
 
Die Stichprobe der OSAS-Patienten bestand zu 8,6 % aus Frauen (n=5) und 
zu 91,4 % aus Männern (n=53) (Abb. 5). 
Von den insgesamt 60 Kontrollen machten die Frauen einen Anteil von 41,7 % 
(n=25), die Männer bildeten einen  Anteil von 58,3 % (n=35) aus. (Abb. 5) 
Die Gruppe mit einem AHI zwischen 5 und 10 umfasste 14 Patienten, wovon 
10 Männer und 4 der Patienten Frauen waren. 
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Die zweite Gruppe mit dem AHI von 0 bis 5 hatte eine Anzahl von 21 Frauen 
und 24 Männern  (Tab.11). 
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Abb. 5: Geschlechterverteilung unter den OSAS (Männer n = 53, Frauen n = 5) Patienten 
und den Kontrollen (Männer n = 35, Frauen n = 25) 
 
 
Tab. 11: Verhältnis von Kontrollgruppen und Geschlecht (n = 60) 
 
Kontrollgruppe 
  
Gesamt 
Geschlecht 
 
männlich weiblich 
 
 
AHI 5 - 10 
10 
71,4% 
4 
28,6% 
14 
100% 
 
AHI 0 - 5 
25 
54,3% 
21 
45,7% 
46 
100% 
Gesamt 
 
35 
58,3% 
25 
41,7% 
60 
100% 
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4.1.2 Alter  
Das Durchschnittsalter der OSAS Patienten lag bei 58,6 ± 10,76 Jahren. Das 
Durchschnittsalter der Frauen betrug 64,8 ± 6,4 Jahre, das der Männer 58,2 ± 
11 Jahre. 
Der Altersdurchschnitt der gesamten Kontrollen liegt bei 46,92 ± 15,5 Jahren. 
In der Gruppe AHI 0 – 5 beträgt der Mittelwert des Alters 46,13 ± 15,11 Jahre, 
die Gruppe mit dem AHI zwischen 5 und 10 hat einen Durchschnitt von 53,28 
± 15,11 Jahren, (Abb.6). 
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Abb. 6: Altersverteilung der OSAS Patienten und der Kontrollen. Dargestellt sind der jeweilige 
Mittelwert und die Standardabweichung 
 
 
4.1.3 BMI  
 
Als wichtiges Kriterium der OSAS-Erkrankung wurde der Body-Mass-Index der 
Probanden mit erfasst. Man errechnet ihn aus dem Quotienten des Körperge-
wichts einer Person in Kilogramm und dem Quadrat der Körpergröße in Me-
tern (Gewicht / Größe2 [kg / m²]). Als normal gilt bei Männern ein BMI zwi-
schen 20 und 25, bei Frauen zwischen 18 und 24.  
Der Mittelwert des BMI der OSAS-Patienten lag bei 32,186 ± 7,8 (n=58). 
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Der Gesamtdurchschnitt des Body-Mass-Index der Kontrollen betrug 27,11 ± 
4,85 (Abb.9). Innerhalb der Kontrollgruppe ergab sich ein durchschnittlicher 
BMI von 26,61 ± 5,01 für die Probanden mit einem AHI von 0 – 5 und ein BMI 
von 28,73 ±  4  für die Probanden mit einem AHI von 5 – 10. (Abb. 7) 
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Abb. 7: Die BMI-Verteilung innerhalb der OSAS-Stichprobe und der Kontrollpatienten. Dar-
gestellt  sind der Mittelwert und die Standardabweichung. 
 
 
4.1.4 AHI  
 
Als ausschlaggebendes Kriterium bestimmte der AHI, ob die ausgewählten 
Patienten zur OSAS- oder Kontrollgruppe gehören sollten. Patienten mit ei-
nem AHI über 10  /h wurden der OSAS-Gruppe zugeteilt. Es wurde als Aus-
gangswert und Auswahlkriterium der AHI verwendet, der bei der ersten poly-
somnographischen Untersuchung der Patienten gemessen wurde. Der Durch-
schnittswert des AHI in der OSAS-Gruppe betrug 34,97 / h ± 19,86. Abb.8 
zeigt die Verteilung des AHI unter den OSAS-Probanden. 
 
Das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom liegt bei einem Apnoe-Hypopnoe-
Index ab 10 vor, aufgrund dessen konnten Probanden mit einem AHI von un-
ter 10 in die Kontrollgruppe aufgenommen werden. In der Kontrollgruppe lag 
der durchschnittliche AHI bei 27,11 / h ±  4,85 
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Nimmt man den Durchschnitt der Gruppe mit einem AHI zwischen 0 und 5, so 
liegt ein Wert von 1,29  ± 1,36 vor. In der Gruppe AHI 5 – 10 lässt sich ein AHI 
von 7,54  ± 1,49 errechnen (Abb. 8). 
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Abb. 8: Apnoe / Hypopnoe-Index der OSAS Patienten und der Kontrollen. Dargestellt ist der 
Mittelwert mit der Standardabweichung. 
 
 
 
4.1.5 Ergebnis der Mutationsanalyse in der OSAS-Gruppe 
Es lagen keine Sequenzvariationen innerhalb der DNA der OSAS-Patienten 
vor. Es wurde eine fraktionelle Sequenzierung von Exon 2, die von den Prim-
erpaaren 2.5b und 2.5c eingeschlossen wird, an allen 58 Patienten durchge-
führt. Weiterhin wurde bei 20 Patienten, die durch Stichprobe ausgewählt wur-
den, noch einmal die gesamte Sequenzierung des EGR-2 durchgeführt. Bei 
dieser lag ebenfalls eine der Referenzsequenz identische DNA vor. Abb. 9 
zeigt eine  Beispielsequenz. 
Die vier Nukleinbasen werden im Folgenden abgekürzt dargestellt: Adenin (A), 
Guanin (G), Cytosin (C), Thymin (T). 
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Abb. 9: Direktsequenzierung (EGR-2, Exon 2), unauffällige DNA-Sequenz eines OSAS-
Patienten 
 
 
4.1.6 Ergebnis der Mutationsanalyse in den Kontrollgruppen 
 
In der Kontrollgruppe mit einem AHI zwischen 0 – 5 fanden sich zwei Patien-
tinnen (Patienten Nummer 2083 und 2272), bei denen ein Polymorphismus  
identifiziert werden konnte. Dieser Polymorphismus liegt im kodierenden Be-
reich des EGR-2 und stellt einen Austausch des Nukleotids Adenin zu Cytosin 
im Codon 362 dar (Arg362Arg). Er führt auf Proteinebene zu keinem Amino-
säureaustausch und wird somit als stummer Polymorphismus bezeichnet. 
Es handelt sich bei dieser Sequenzvariation um einen in der Datenbank 
dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) nicht bekannten Polymorphismus. Dieser 
Polymorphismus wurde bereits von Timmermann et al. 1999 bei einem Patien-
ten mit demyelinisierender Polyneuropathie mit leerer Familienanamnese, als 
auch bei einem von 70 Kontrollprobanden, entdeckt. Abbildung 10 zeigt den 
heterozygoten Polymorphismus. 
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Abb. 10: Direktsequenzierung (EGR-2, Exon 5).  
links: Das Originalfluorogramm der DNA-Sequenz eines Patienten; der heterozygote Poly-
morphimus (Arg362Arg) ist rosa gekennzeichnet, hier zeit sich die normale Basenabfolge 
CGA, die für die Aminosäure Arginin kodiert, als auch die Basenabfolge CGC, die ebenfalls 
Arginin kodiert, somit ergibt sich hier ein stummer heterozygoter Polymorphimus 
rechts: Zum Vergleich derselbe Abschnitt einer gesunden Kontrolle, Bereich ist rosa gekenn-
zeichnet, hier findet  sich die normale Basenabfolge CGA 
 
Tab. 12: Farb- und Abkürzungverzeichnis zu Abb. 9, 10 und 11 
Farbe Base Abkürzung 
Blau Cytosin C 
Schwarz Guanin G 
Grün Adenin A 
Rot Thymin T 
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Bei einer weiteren Patientin konnte derselbe Polymorphismus festgestellt wer-
den (Abb.11) 
 
Abb. 11: Polymorphismus des Pat. 2272, rot markiert. 
 
In dem Codon 362 (rosa markiert) zeigt sich eine heterozygote Sequenzabweichung, es findet 
ein Austausch von Adenin zu Cytosin statt 
 
Die Allelfrequenz des stummen Polymorphismus betrug im Kontrollkollektiv 
1,6 % 
Wie in der OSAS-Gruppe wurde die DNA des Exon 5 von EGR-2 aller Kon-
troll-Probanden sequenziert. Weiterhin wurde nach dem Zufallsprinzip noch 
das gesamte Exon des Early Growth Response-Gen bei 10 Patienten des 
Kontroll-Kollektivs untersucht. Hierbei fanden sich keine weiteren Poly-
morphismen oder Mutationen. 
Tabelle 13 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Mutationsanalyse 
des EGR-2 im OSAS- und Kontrollkollektiv: 
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Tab.13: Ergebnisse der Gensequenzierung von insgesamt 118 Patienten 
 
Sequenzierung 
des gesamten 
EGR-2 
Teilsequenzierung 
Exon 5 / EGR-2 
Ergebnisse 
 
OSAS 
(n = 58) 
20 58 
Keine Mutation und / oder 
Polymorphismen 
Kontrollkollektiv 
(n = 60) 10 60 
1 stummer Polym. (Arg362) 
im codierenden Bereich bei 2 
Patienten 
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5 Diskussion 
 
5.1 Auswahlkriterien der OSAS-Gruppe  
 
Ausschlaggebend für die OSAS-Gruppe war ein AHI von über 10. Weitere Kri-
terien, die miterfasst wurden, waren das Alter der OSAS-Patienten und der 
BMI. Betrachtet man die OSAS-Gruppe dieser Arbeit fällt auf, dass sie die ty-
pische Konstellation von der in der das OSAS beschreibenden Literatur besitzt: 
Männer sind häufiger vom obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom betroffen als 
Frauen. Dies zeigt sich ganz klar in der Geschlechterverteilung in der Stich-
probe: von 58 OSAS Patienten sind 53 Patienten Männer und nehmen somit 
91,4 % der gesamten OSAS-Gruppe ein. Die Epidemiologie des obstruktiven 
Schlaf-Apnoe-Syndroms besagt, dass das OSAS in allen Altersklassen gefun-
den wird, jedoch häufiger auftritt bei Leuten über 55 Jahren, bei denen man 
vermehrt einen AHI von über 5 beobachtet (Young et al., 1993). Auch diese 
Tatsache lässt sich in der Stichprobe nachweisen: das Durchschnittsalter der 
ausgewählten OSAS-Patienten liegt bei 58,59 Jahren, mit einer Spannweite 
von 39 bis 87 Jahren. Dies deutet darauf hin, dass sich diese Erkrankung in 
unterschiedlichen Altergruppen manifestiert. 
Betrachtet man den Body-Mass-Index, so beobachtet man einen Mittelwert 
von 32,186 kg / m² unter den OSAS-Patienten. Anhand dieses hohen Wertes 
lässt sich zeigen, dass auch in dieser Gruppe, der oft in der Literatur be-
schriebene Risikofaktor der Adipositas zutrifft, jedoch muss betont werden, 
dass knapp die Hälfte der Patienten einen BMI von unter 30 aufweisen. Diese 
Tatsache unterstützt die Aussage, dass auch viele Menschen von einem obst-
ruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom betroffen sind, die eben nicht an einem über-
höhten BMI leiden. (Taheri and Mignot, 2002) 
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5.2 Ergebnisse der OSAS-Gruppe  
 
Grund für die primäre Teilsequenzierung der Primerabschnitte 2.5 b und c wa-
ren die in der Arbeit von Timmermann et al. (Timmermann et al., 1999) be-
schriebenen Mutation und Polymorphismen auf genau diesem Teilabschnitt 
des EGR-2 Gens. Timmermann et al. fanden dort eine Mutation, bei einem an 
einer stark hypomyelinisierenden Neuropathie leidenden Patienten, auf dem 
Codon 359 (CGG→TGG), die zu einem Aminosäurenaustausch von Arginin 
zu Tryptophan auf Proteinebene führte. Ebenso fanden sie sowohl in ihrer 
Neuropathie-Gruppe als auch in ihrer Kontrollgruppe einen stummen Poly-
morphismus auf dem Codon 362 (CGA→CGC), der auf Proteinebene zu kei-
nem Aminosäureaustausch führt. Jedoch vermuteten Timmermann et al. hin-
ter dieser Sequenzvariation einen stummen Polymorphismus ohne krankheits-
verursachende Wirkung. Sowohl diese Mutation als auch der stumme Poly-
morphismus fallen genau in die α-Helix Region der ersten Zinkfinger Region 
des EGR-2 Gens (Abb.2), deren Sequenz man mit Hilfe der Primer 2.5 b und c 
amplifizieren kann. Warner et al. gehen ebenfalls auf die Zinkfinger Region 
des EGR-2 ein und beschreiben neben der R359W Mutation zwei weitere do-
minante Mutationen innerhalb dieser Region: S382Y und R409 (Warner et al., 
1998). Diese Mutationen treten im Zusammenhang mit Neuropathien wie dem 
Dejerine-Sottas-Syndrom, der Charcot-Marie-Tooth´sche Erkrankung sowie 
bei weiteren unspezifische Neuropathien auf. Wie schon in Kapitel 1 erwähnt, 
haben einige Arbeiten gezeigt, dass es möglich ist, Atemstörungen wie das 
innerhalb dieser Arbeit beschriebene obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom mit 
Veränderungen der Sequenz des Early Growth Response-2 in Verbindung  zu 
bringen sind. Dies lässt sich anhand von tierexperimentellen Studien vermuten: 
in der Vergangenheit wurde bewiesen, dass das so genannte mausspezifische  
Krox-20 Gen und das humane EGR-2-Gen in ihrer Struktur zu 75% überein-
stimmen (der kodierende Bereich stimmt zu 87 % überein, die Zinkfinger Re-
gion allein hat eine Übereinstimmung von 89 % (Tononi and Cirelli, 2001) ). 
Die Phänotypen von Mäusen, bei denen das Krox-20 Gen inaktiviert wurde, 
zeigten, dass dieses Gen ausschlaggebend für die Somitenbildung in der 
Embryogenese ist (Schneider-Maunoury et al., 1993; Swiatek and Gridley, 
1993). Weiterhin zeigt sich bei den so genannten knockout-Mäusen eine feh-
lende Myelinisierung, Schwann´sche Zellen, die eine nur geringgradige Diffe-
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renzierung aufweisen, finden sich bei jeder knockout-Maus. Ein Großteil der 
Mäuse überleben nicht den ersten Lebenstag und die, die überleben, haben 
einen ausgeprägten Tremor und weisen Apnoen auf, die 10mal länger andau-
ern als bei ihren gesunden Kontrollen (Jacquin et al., 1996). 
Des Weiteren ist bei diesen Mäusen zu beobachten, dass sie neben den Ap-
noen auch verminderte Atemminuntenvolumina aufgrund von geringen 
Atembewegungen und eine herabgesetzte unregelmäßige Atemfrequenz auf-
weisen. Diese Arbeiten veranlassten uns zu der Vermutung, dass man Atem-
störungen in Verbindung mit dem Early Growth Response-Gen bringen kann. 
Unterstützend für diese Hypothese ist die Arbeit von Dematteis et al., in der 
nachgewiesen wurde, dass eine hohe Korrelation zwischen dem obstruktiven 
Schlaf-Apnoe-Syndrom und der Charcot-Marie-Tooth´schen Erkrankung in-
nerhalb einer Familie besteht (Dematteis et al., 2001). Bei 11 von 14 Famili-
enmitgliedern, die an der CMT-1 litten, wurde ein obstruktives Schlaf-Apnoe-
Syndrom nachgewiesen. Die CMT-1 hatte bei diesen Familienmitgliedern ih-
ren genetischen Ursprung in einer Gen-Duplikation des PMP-22 auf dem 
Chromosom 17. Das PMP-22 Gen ist ebenfalls, wie der Transkriptionsfaktor 
Early Growth Response-2, für die Myelinisierung des peripheren Nervensys-
tems verantwortlich. Das Genprodukt des PMP-22 ist ein hydrophobes inte-
grales Membranprotein, das in großen Mengen in den Schwann´schen Zellen 
des peripheren Nerven nachgewiesen werden kann (D'Urso and Muller, 1997; 
Suter and Snipes, 1995). Es gibt Hinweise, dass das PMP-22 für die Erhaltung 
und Stabilität des Myelins (D'Urso et al., 1997) sowie für die Regulation der 
Zellproliferation v.a. der Schwann´schen Zellen der peripheren Nerven zu-
ständig ist (Suter and Snipes, 1995; Suter et al., 1994; Zoidl et al., 1995).  
Dematteis et al. vermuteten hinter dem gemeinsamen Auftreten dieser beiden 
Krankheitsbilder (CMT-1 und OSAS) eine pharyngeale Neuropathie. 
Auch andere Arbeiten wiesen bei Patienten mit obstruktiven Schlaf-Apnoe-
Syndrom Neuropathien nach, wie Lüdemann et al. im Jahr 2000: von 24  
OSAS Patienten, alle mit einem AHI von über 10,  wiesen 17 der Patienten 
klinische Zeichen einer Neuropathie auf.  Allerdings wurde in dieser Arbeit die 
Ursache der Polyneuropathie mit dem Sauerstoffmangel, den die OSAS-
Patienten nachts in ihren Apnoe-Phasen erleiden, begründet. Lüdemann et al. 
unterstrichen ihre Vermutung, dass die periphere Nervenfunktion sauerstoff-
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abhängig ist, durch den Verweis auf die Ergebnisse anderer Autoren. (Low et 
al., 1985; Low et al., 1986; Tuck et al., 1984) 
Dennoch haben viele Arbeiten in der Vergangenheit gezeigt, dass das obst-
ruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom durchaus mit Neuropathien in Verbindung zu 
bringen ist. Wie im ersten Kapitel bereits erläutert, liegen die Wurzeln beider 
Erkrankungen nicht nur in umweltbedingten äußeren Einflüssen, sondern es 
gibt sowohl bei der einen wie bei der anderen genügend Hinweise und Bewei-
se, dass die Entstehung der Krankheit einen genetischen Ursprung hat.  
 
Ziel dieser Arbeit war es bei klinisch und polysomnographisch bestätigten 
OSAS-Patienten mögliche Veränderungen der genetischen Sequenz des Ear-
ly Growth Response-2 Gens zu finden, einem Gen, das bis jetzt nur im Zu-
sammenhang mit der Pathogenese von Neuropathien genannt wurde. 
Leider ließen sich keine Abweichungen der Nukleotidsequenz des EGR-2 der 
58 OSAS Patienten im Bereich der α-Helix Zinkfinger Region finden, die mit 
Hilfe der Primerpaare 2.5 c und b detektiert wurden, ausmachen. Per Stich-
probe wurde bei 20 dieser OSAS-Patienten die gesamte Sequenz, einschließ-
lich des ersten und des zweiten Exons, sequenziert und untersucht. Auch in 
diesen Bereichen  waren keine Abweichungen von der Referenzsequenz zu 
finden.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten vorerst keinen Hinweis auf ein mögliche 
Assoziation zwischen dem Early Growth Response-Gen-2  und dem obstrukti-
ven Schlaf-Apnoe-Syndrom geben. Allerdings sollte man an dieser Stelle an-
merken, dass eine Stichprobe von 58 Patienten zu klein ist, um eine abschlie-
ßende Aussage über einen möglichen Zusammenhang zwischen dem EGR-2 
und dem OSAS machen zu können. Eine noch größere Patientenzahl wäre 
notwendig, um mit Sicherheit eine genaue Aussage machen zu können. Wei-
terhin wäre es sinnvoll, die Auswahlkriterien für die OSAS-Gruppe zu ver-
schärfen: um die Wahrscheinlichkeit, eine genetische Ursache zu finden, zu 
erhöhen, sollten die für das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom typischen Risi-
kofaktoren, wie z.B. Adipositas so weit wie möglich ausgeschlossen werden. 
Zum Beispiel könnten Personen mit einem BMI von über 30 von der Untersu-
chungsgruppe ausgeschlossen werden. 
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5.3 Auswahlkriterien der Kontrollgruppe 
 
Es war wichtig für die vorliegende Arbeit ein Kontrollkollektiv zu aquirieren, 
das ebenfalls wie die OSAS-Gruppe im Vorfeld sowohl klinisch als auch poly-
somnographisch abgeklärt wurde, diese Grundlage gewährleistet die Ver-
gleichbarkeit beider Gruppen. Zur Kontrolle gehören Personen, die in dem 
Schlaflabor der Universität Münster polysomnographisch untersucht wurden 
und bei denen ein obstruktives Schlaf-Apnoe-Syndrom ausgeschlossen wer-
den konnte. Das Auswahlkriterium bestand darin, dass der AHI unter 10 lag 
und somit bei den Pobanden ein obstruktives Schlaf-Apnoe-Syndrom klar 
ausgeschlossen werden konnte. 
 
Verglichen mit der OSAS-Gruppe fällt auf, dass die Geschlechterverteilung in 
der Kontrollgruppe ausgeglichener ist: 42 % Frauen und 58 % Männer. Diese 
Verteilung in der Kontrollgruppe verglichen mit der OSAS-Gruppe unterstreicht, 
dass das Auftreten von OSAS zum größeren Teil unter Männern auftritt. 
Vergleicht man den Altersdurchschnitt der Kontroll- und der OSAS-Gruppe, so 
fällt auf, dass das Alter der gesamten Kontrollgruppe mit 48,36 Jahren ca.  10 
Jahre unter dem Durchschnitt der OSAS-Gruppe liegt. Betrachtet man die Un-
terteilung der Kontrollgruppe, so fällt auf, dass das Alter der Gruppe mit einem 
AHI von 0 – 5 (46,79 Jahre, siehe Kapitel 4.2.3) niedriger ist als in der Gruppe 
mit dem AHI von 5 – 10. Dort beträgt der Altersdurchschnitt 58,28 Jahre. Die-
ses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis von Young et al. aus dem Jahre 
1993, welches zeigt, dass man ab der Altersgrenze von 55 Jahren vermehrt 
einen AHI ab 5 polysomnographisch feststellt. Vergleicht man nun diese Un-
terteilung der beiden Kontrollgruppen, fällt auf, dass das Alter in der Gruppe 
AHI 5 – 10 genau dieser Altersgruppe von Young et al. entspricht. 
 
Der BMI der gesamten Kontrollgruppe liegt verglichen mit der OSAS-Gruppe 
(32,186 kg / m2) niedriger und beträgt 27,14 kg / m2. Diese BMI-Verteilung 
könnte, wie in Kapitel 5.2 schon angedeutet, einen Hinweis darauf geben, 
dass in der vorliegenden Arbeit das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom der 
Patienten zu einem gewissen Teil auf den hohen BMI zurückzuführen ist. 
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5.4 Ergebnisse der Kontrollgruppe 
 
Wie die OSAS-Gruppe, wurde ebenfalls das EGR-2, genauer genommen das 
zweite Exon in der Zinkfinger Region,  des gesamten Kontrollkollektivs von 60 
Probanden teilsequenziert. Hierbei fanden wir eine Sequenzvariation bei zwei 
Patientinnen (Abbildung 9 und 10). Es handelt sich bei dieser Variation, die im 
kodierenden Bereich liegt, um einen Austausch des Nukleotids Adenin zu Cy-
tosin im Codon 362 (Arg362Arg). Es handelt sich hierbei um einen Basenaus-
tausch ohne Änderung der Aminosäurensequenz. Dementsprechend nimmt 
diese Sequenzvariation keinen Einfluss auf den Phänotypen. 
In der Datenbank dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) wurde diese Variation  
noch nicht verzeichnet. Es muss sich aufgrund dessen um einen seltenen Po-
lymorphismus handeln, der in unserer Kontrollgruppe mit einer Allelfrequenz 
von 1,6 % auftritt. Timmermann et al. haben diese Sequenzvariation ebenfalls 
bei zwei Personen entdecken können. In jener Arbeit wurden 50 nicht ver-
wandte Patienten, die entweder an der Charcot-Marie-Tooth´schen Erkran-
kung, dem Dejerine-Sottas-Syndrom oder einer nicht näher untersuchten Neu-
ropathie litten, auf Mutationen und Polymorphismen im Early Growth Respon-
se-2 gescreent. Bei einem Patienten aus dieser Gruppe und in der Kontroll-
gruppe bestehend aus 70 gesunden Probanden, fand man den Nukleoti-
daustausch im Codon 362 (Arg362Arg). Die Allelfrequenz betrug in der Arbeit 
von Timmermann et al. 0,8 %. Timmermann at al. interpretierten diese Variati-
on als seltenen Polymorphismus, der wahrscheinlich nicht in der Pathogenese 
der jeweiligen Neuropathie involviert ist. Bis auf diese veröffentlichten Daten 
von Timmermann et al., waren keine weiteren Daten in der Literatur zu dieser 
Variation zu finden.  
Beide Probanden, bei denen dieser Basenaustausch gefunden wurde, waren 
Frauen. Es fällt auf, dass zwar bei beiden ein obstruktives Schlaf-Apnoe-
Syndrom ausgeschlossen werden konnte, jedoch wurde sowohl bei Probandin 
2083 als auch bei Probandin 2272 eine leichte bis mittelschwere depressive 
Episode diagnostiziert. Weitere Diagnosen der Probandin 2272 bestanden in 
einer nicht organisch bedingten Insomnie und der Verdacht auf ein restless-
legs-Syndrom, der AHI betrug 3,9. 
Probandin 2083 wies neben der depressiven Episode einen AHI von 0,3 auf. 
Inwiefern man diese Diagnosen mit der hier gefundenen Sequenzvariation in 
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Verbindung bringen könnte, ist unklar. Auffällig ist, dass bei beiden eine de-
pressive Episode festgestellt werden konnte, allerdings ist es aus den zur Ver-
fügung gestellten Unterlagen nicht zu entnehmen, wann und wie lange diese 
Erkrankungen schon vorliegen, in welchem Zusammenhang sie entdeckt wur-
den und wie die Familienanamnese in Bezug der Depression aussieht. Die 
oben genannten Diagnosen sind Nebendiagnosen, die in keinem Bezug zu 
dem obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom stehen. Definitionsgemäß läge ein 
Polymorphismus dann vor, wenn eine Mutation mit einer Allelfrequenz von 
mindestens 1 % in der Bevölkerung nachgewiesen werden kann (Passarge 
(1994): Taschenatlas der Genetik, Georg Thieme Verlag, Stuttgart New York). 
In diesem Fall wäre es möglich diesen in dieser Arbeit gefundenen Nukleoti-
daustausch als Polymorphismus zu bezeichen. Sind alle Mutationsträger ge-
sund, handelt  es sich um einen Polymorphismus, der keine krankheitsauslö-
sende Wirkung hat. Die Ergebnisse von Timmermann et al.  und die hier ge-
funden Daten lassen darauf schließen, dass es sich bei dem Basenaustausch 
auf Codon 362 (Arg362Arg) um einen stummen Polymorphismus handelt, der 
keine krankheitsauslösenden Konsequenzen hat. 
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5.5 Mögliche weitere Kandidatengene für das obstruktive Schlaf-Apnoe-
Syndrom 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde bei Patienten, die an dem obstruktiven 
Schlaf-Apnoe-Syndrom leiden, nach Sequenzvariationen des Early Growth 
Response-2 gesucht. Leider konnten wir in der zu untersuchenden Gruppe 
keinen Hinweis darauf finden, dass das OSAS unserer Patienten genetisch im 
EGR-2 verankert sein könnte. Es wäre sinnvoll, größere Patientenkollektive zu 
untersuchen, um das EGR-2 als genetische Ursache  für das obstruktive 
Schlaf-Apnoe-Syndrom sicher ausschließen zu können. Doch sollte man an 
dieser Stelle nicht außer Acht lassen, dass eine Menge anderer Gene als 
Kandidatengene für das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom in Betracht kom-
men.  
Im Folgenden sollen weitere Kandidatengene, die als Ursache für das OSAS 
in Frage kommen könnten, diskutiert werden und als Anregung für weitere Ar-
beiten in diesem Bereich dienen. 
 
 
5.5.1 PMP-22, MPZ und CX-2 als mögliche Kandidaten  
 
Einzelfallberichte und die Familienstudie von Dematteis et al. legen den Ver-
dacht nahe, dass die Charcot-Marie-Tooth´sche Erkrankung einen zusätzli-
chen und unabhängigen Risikofaktor für das Auftreten eines OSAS darstellt. 
Ursächlich für die CMT ist u.a. das PMP-22, das für ein Membranprotein ko-
diert. 
 Auch andere Gene, die wie das EGR-2 (ein Transkriptionsfaktor, der Myelin-
gene induziert) und das PMP-22 (das Genprodukt ist ein Myelinprotein) in die 
Myelinisierung des peripheren Nervensystems eingreifen, kommen als mögli-
che Kandidatengene für das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom in Frage: es 
gäbe eine Möglichkeit, Patientenkollektive auf Sequenzvariationen im MPZ zu 
untersuchen. Das Genprodukt des MPZ (myelin protein zero) macht mit nahe-
zu 50 % das Hauptprotein des peripheren Myelins aus. Mutationen des MPZ 
führen zu HMSN Ib (Lemke and Axel, 1985), ebenfalls einer Neuropathie. Um 
die Gruppe der Myelin-Gene abzuschließen, bleibt noch das CX-32  (conne-
xin-32) als mögliches Kandidatengen zu erwähnen, dessen Protein ebenfalls 
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im peripheren Nerven vorkommt und dort wahrscheinlich für den Stofftransport 
als Transmembranprotein zwischen zwei benachbarten Nervenzellen verant-
wortlich ist (Bergoffen et al., 1993; Bruzzone et al., 1996; Martini, 1997). 
 
5.5.2 Kandidaten für die Atemkontrolle 
 
Durch komplexe Prozesse wie die Kontrolle über die Atemmuskulatur und die 
Kontrolle über neuromuskuläre Funktionen der oberen Atemwege, wird die  
Atemwegsdurchgängigkeit dynamisch beeinflusst. Vererbte Anomalien der  
Atemkontrolle könnten eine Disposition zum obstruktiven Schlaf-Apnoe-
Syndrom darstellen im Sinne einer möglichen Verstärkung der Neigung zum 
Kollaps der oberen Atemwege.  
Es hat mehrere Studien gegeben, die belegen, dass die Beeinträchtigung der 
Atemkontrolle Personen anfälliger für ein obstruktives Schlaf-Apnoe-Syndrom 
machen. 1990 zeigten El Bayadi et al. und 1997 Redline et al., dass Mitglieder 
aus OSAS-Familien signifikant reduzierte Atemantworten auf extreme Hypoxie, 
Hyperkapnie und bei körperlicher Belastung  zeigten (el Bayadi et al., 1990; 
Redline et al., 1997a). Zusätzlich zeigten Redline et al., genauso wie Pillar et 
al., dass Verwandte von OSAS Patienten im Schlaf eine verstärktere Apnoe 
aufwiesen als Verwandte von gesunden Kontrollen (Pillar et al., 1997; Redline 
et al., 1997a). Diesen Daten zufolge könnte man vermuten, dass das familiäre 
OSAS in bestimmten Fällen bezüglich der Chemoregulation auch auf vererb-
ten Anomalien der Atemkontrolle basieren könnte. 
Des Weiteren gab es Tiermodelle, die auf Gene wie das Endothelin-1 (ET-1) 
aufmerksam machen: ET-1 ist ein potentes vasoaktives Peptid, das anschei-
nend an der Regulation  der Atmung teilnimmt. Mäuse, bei denen das ET-1 
inaktiviert wurde, zeigten unerwartet ein Atemversagen, Anomalien der Atem-
kontrolle, craniofaziale Dysmorphien und Hypertonie. Dies sind Charakteristi-
ken in einer Kombination, die man beim Menschen sonst nur beim obstrukti-
ven Schlaf-Apnoe-Syndrom findet (Kurihara et al., 1994). Zusätzlich zeigten 
Kuwaki et al., dass ET-1-knockout-Mäuse beeinträchtigte Atemantworten so-
wohl auf Hypoxie und Hyperkapnie aufwiesen (Kuwaki et al., 1996). Ein weite-
res Kandidatengen stellt das brain derived neurotrophic factor – Gen ( BDNF ) 
dar. Erickson et al. konnten bei ihren homozygoten BDNF-knockout-Mäusen 
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eine unregelmäßige, schwache Atmung, verbunden mit spontanen Apnoen 
und Anomalien in der Atemregulation, nachweisen  (Erickson et al., 1996).  
Tankersley et al. schlugen eine Reihe von Kandidatengenen vor, die für Neu-
rorezeptoren kodieren, wie der Glycin-Rezeptor oder der Glutamat-Rezeptor. 
Weiterhin nannten sie Gene, die die postnatale Entwicklung der Lunge beein-
flussen, wie  zum Beispiel der basic fibroblast growth factor (bFGF). Tankers-
ley et al. versuchten in einer Reihe von Arbeiten die genetische Herkunft von 
Respirationsmustern zu klären  (Tankersley, 1999; Tankersley et al., 1997; 
Tankersley et al., 1993). 
 
Alle Daten unterstreichen die Komplexität des Systems der Atemregulation. 
Man muss viele Gene, die eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Regula-
tionsystems der Atmung, die Entwicklung der Lunge und der Atemwege an 
sich, in Betracht ziehen. 
 
 
5.5.3 Kandidaten für Adipositas 
 
OSAS und seine genetischen Ursachen im Bereich der neuronalen Gene sind 
nur ein kleiner Ausschnitt von Möglichkeiten die Ursache eines OSAS auf ge-
netischer Basis zu finden. Alleine bei Betrachtung der Risikofaktoren des obst-
ruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms öffnet sich ein riesiger Bereich an  möglichen 
Kandidatengenen für diese Erkrankung. Wie schon der BMI-Durchschnitt der 
OSAS-Gruppe dieser Arbeit zeigt, ist die Fettleibigkeit einer der Risikofaktoren 
des obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms. Und auch die Adipositas lässt sich 
nicht ohne weiteres nur durch äußere Einflüsse erklären: viele Familien- und 
Zwillingsstudien haben gezeigt, dass man die Adipositas auf genetische Fak-
toren zurückführen kann (Bodurtha et al., 1990; Smith et al., 1985; Stunkard et 
al., 1990). Genetische Faktoren, die den Metabolismus, die Fettspeicherung 
und das Essverhalten beeinflussen, kommen als Ursache für Adipositas, die 
im weiteren Verlauf zum OSAS führen kann, in Betracht (Bray, 1989; Trayhurn, 
1984). Ein Kandidat, der hierfür in Betracht kommen könnte, wäre zum Bei-
spiel das Gen, das für das Pro-Opiomelanocortin  kodiert, welches eine wich-
tige Rolle für die Appetitregulation zu spielen scheint, oder andere Gene, die 
für den β-3-Adreno-Rezeptor kodieren, der wiederum die Regulation des E-
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nergie-Verbrauchs des Körpers beeinflusst. Beide Gene liegen in bestimmten 
Bereichen von den Chromosomen 2 und 8 und Comuzzi et al. haben eine 
mögliche Verbindung zwischen diesen Bereichen und dem Plasmaspiegel von 
Leptin, einem Protein, das im Plasma übergewichtiger Menschen erhöht ist, 
nachweisen können (Comuzzie et al., 1997). Sina et al. zeigten zusätzlich, 
dass vermutlich Mutationen des Melanocortin-4-Rezeptor Gens für extreme 
Adipositas verantwortlich sein könnten (Sina et al., 1999). Zwar muss man be-
denken, dass das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom nicht nur bei adipösen 
Menschen auftritt, sondern auch bei schlanken Patienten, die einen BMI von 
unter 25 kg / m2  haben können (siehe BMI-Verteilung des OSAS-Kollektivs 
und Kontrollen, Kapitel 4.1.3). Doch auch hier gibt es Hinweise darauf, dass 
genetische Faktoren, die Einfluss auf die regionale Fettverteilung nehmen, 
vielleicht ursächlich für die Entwicklung eines OSAS sein könnten. Denn Mor-
timore et al. haben 1998 festgestellt, dass auch relativ schlanke Leute mit ei-
nem OSAS besonders im Bereich der oberen anterolateralen Luftwege eine 
signifikante Fetteinlagerung aufweisen (Mortimore et al., 1998).  
Die genannten Gene für Adipositas würden jedoch nicht nur wegen ihres Ein-
flusses auf das Gewicht des Patienten als mögliche Kandidatengene für das 
OSAS in Betracht kommen, sondern auch wegen ihrer potenziellen Wirkung 
auf die Expression anderer Faktoren wäre es denkbar, sie als relevante Ein-
flussfaktoren auf das OSAS verantwortlich zu machen. Einige Kandidatengene 
für Adipositas (wie zum Beispiel Leptin und der Melanocortin-4-Rezeptor) 
werden in bestimmten Geweben und Gehirnbereichen exprimiert, die wichtig 
für Atemregulation sind (Bray and Bouchard, 1997; Wiesner et al., 1999). Es 
gibt immer mehr Daten, die darauf hinweisen, dass zum Beispiel Leptin neben 
seinem Einfluss auf die Appetitregulation, auch das Lungenwachstum 
(Tsuchiya et al., 1999) und die Atemregulation beeinflussen könnte (O'Donnell 
C et al., 1999). 
 
 
5.5.4 Kandidaten für craniofaziale Dysmorphien 
 
Neben dem Bereich der Genetik der Adipositas kommt natürlich auch der Be-
reich der craniofaszialen Morphologie in Betracht, die ebenfalls eine Hülle an 
Genen birgt, die womöglich auch als Kandidatengene für das obstruktive 
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Schlaf-Apnoe-Syndrom in Verdacht kommen. Es hat in der Vergangenheit ei-
ne große Menge an Arbeiten und Studien gegeben, die belegen, dass mor-
phologische und anatomische Anomalien die Ursachen für ein obstruktives 
Schlaf-Apnoe-Syndrom darstellen. Es wurden reduzierte Sella-Basis-Winkel 
(Jamieson et al., 1986), reduzierte Größen der posterioren und superioren A-
temwegsräume (Bacon et al., 1988), Vergrößerungen des weichen Palatums 
(Riley et al., 1983), Makroglossie und tonsilläre Hypertrophien (Bacon et al., 
1988) bei OSAS-Patienten beobachtet. Ein weiterer Hinweis auf genetische 
Ursachen zeigt zum Beispiel, dass das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom 
sehr oft in Verbindung mit dem Down-Syndrom auftritt, welches bekanntlich 
mit craniofaszialen Dysmorphien assoziiert ist. Die genetische Basis für crani-
ofaziale Dysmorphien zeigt eine Vielzahl an Studien:  
Bei Mathur et al. zeigten Verwandte von OSAS-Probanden  ein herabgesetz-
tes totales Rachenvolumen, eine retropositionierte Maxilla und ein längeres 
weiches Pallatum (Mathur and Douglas, 1995). Guilleminault et al. unterstütz-
ten diese Ergebnisse mit einer eigenen Studie und kamen auf ähnliche Ergeb-
nisse wie Marthur et al. (Guilleminault et al., 1995). Redline et al. zeigten in ih-
rer Cleveland Studie, dass der AHI-Wert in Kaukasischen Familien sowohl von 
harten Strukturen (wie z.B. Kopfform) als auch durch weiche gewebliche Fak-
toren (z.B. Zungenvolumen und, Länge des weichen Pallatums) bestimmt wird 
(Redline et al., 1995).  
Craniofasziale Dysmorphien in Maus-Modellen wurden unter anderem durch 
das Fehlen des Wachstumsfaktors β2 hervorgerufen (Sanford et al., 1997) 
oder durch Mutationen im Kollagen Gen Typ II und IV. Weitere Defekte zeig-
ten knockout-Mäuse, bei denen das Endothelin-1-Gen (Kurihara et al., 1994) 
und das Gen für den retinoic acid receptor-αγ (Lohnes et al., 1994) ausge-
schaltet wurden. 
 
 
5.5.5 Kanditaten für den Schlaf 
 
In der Narkolepsieforschung wurde das Orexin als Kandidatengen für Schlaf-
störungen bereits in vielen Arbeiten postuliert. Experimentelle Tierstudien 
(Hunde und Mäuse) haben gezeigt, dass Orexin-knockout-Tiere unterschiedli-
che Phänotypen der Narkolepsie (Unterschiede in Kataplexie, des REM – 
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Schlafes und Hypersomnolenz) aufwiesen (Chemelli et al., 1999). (Nishino 
and Mignot, 1997; Nishino et al., 2000). Chemelli et al. beschrieben 1999, 
dass das Orexin-Gen und / oder die Gene für dessen Rezeptoren einen po-
tenziellen Einfluss auf den Muskeltonus haben. Ebenfalls ist der Einfluss auf 
Neurone der zentralen Respirationszentren bekannt (Chemelli et al., 1999).  
 
 
5.6 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte kein Nachweis erbracht werden, dass das 
obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom der zur Verfügung gestellten Patienten auf 
mögliche Sequenzvariationen des Early Growth Response-2 Gens zurückzu-
führen ist. Es wurde in der Kontrollgruppe eine Sequenzvariation bei zwei Pa-
tientinnen beobachtet, die man als stummen Polymorphismus, der keinen 
Krankheitswert besitzt, bezeichen kann. Um eine abschließende Aussage be-
züglich des EGR-2 als Kandidatengen für das OSAS machen zu können, wä-
ren sicherlich noch größere Patientenkollekive und deren entsprechenden 
Kontrollen notwendig. An diesem Punkt der Datenlage muss man jedoch dass 
EGR-2 als genetische Ursache für das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom 
ausschließen. 
 
Das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom ist eine komplexe Krankheit, die von 
multiplen Faktoren beeinflusst wird: Umwelteinflüsse, Entwicklungsfaktoren 
und dem Zusammenspiel von den verschiedensten Genen. Die Genetik im 
Bereich des obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom ist ein Thema, das noch 
ausgiebig erforscht werden muss: es müssen verschiedene Kandidatengene 
und deren Einfluss auf die Pathogenese des obstruktiven Schlaf-Apnoe-
Syndroms postuliert werden. 
Die vorliegende Arbeit hat als Kandidatengen das Early Growth Response-2 
Gen in Bezug auf das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom untersucht und wei-
tere Kandidatengene zur Erforschung des OSAS vorgeschlagen, und soll so-
mit einen Beitrag zu dem Thema OSAS und Genetik leisten. 
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